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The establishment of a bipolar  spindle  is  crucial  to ensure  the genome  integrity  in  the 
daughter  cells  resulting  from  cell  division.  Tpx2  is  a  microtubule  associated  protein  that 
activates  the  cell  cycle  kinase Aurora A  and  regulates  the mitotic  spindle. Overexpression of 
Tpx2  is  associated with  the development of different human  tumors  and  strongly  correlates 
with chromosomal instability. By analyzing a conditional null mutation in the mouse Tpx2 gene, 
we  show  here  that  Tpx2  expression  is  essential  for  spindle  function  and  chromosome 
segregation  in  the mouse  embryo.  Conditional  genetic  ablation  of  Tpx2  in  primary  cultures 






during  the adulthood  in mammals.  Loss of Tpx2 expression  led  to  acute  liver  failure  causing 
premature death of the mice. We also describe here a new role of Tpx2 in regulating mitogenic 
pathways  through  the  control  of  protein  trafficking  from  the  cytoplasm  to  the  nucleus. 






















































































































































































































































Schleiden  y  Schwann  enuncian  su  Teoría  Celular  según  la  cual  “todos  los  organismos  están 
compuestos de pequeñas unidades, las células”. Esta teoría postulaba que, mediante algún tipo 
de  cristalización,  las  células  se  originaban  de  novo  a  partir  de  la materia  intracelular.  Este 
concepto equivocado frenó durante 30 años la investigación de la división celular.  
Fue el patólogo alemán Rudolf Virchow quién en un trabajo publicado en 1858 enuncia su 
famoso  aforismo  “Omnis  cellula  ex  cellula”,  es  decir,  toda  célula  se  origina  a  partir  de  otra 
célula  ya  existente.  En  1882,  Walther  Flemming  publica  su  libro  Zellsubstanz,  Kern  und 
Zelltheilung  (“Sustancia celular, núcleo y división celular”) en el que acuña por primera vez el 
término  “mitosis”  (del  griego mitos,  hebra)  haciendo  referencia  a  la  forma  que  adquiría  el 
núcleo al entrar en división.  
Llegamos  a  1914,  cuando  Theodor  Boveri  enunció  la  importancia  de  la  formación  de 
estructuras bipolares para asegurar la segregación completa de una copia del material genético: 






los  que  les  siguieron,  no  habríamos  llegado  a  comprender  la  importancia  de  la  integridad 










la replicación del material genético,  la distribución equitativa de  los cromosomas y  la división 
en dos  células hijas,  constituye  lo que  conocemos  como el  ciclo  celular  (Norbury  and Nurse 
1992) (Figura 1).  
En  células  eucarióticas  la  replicación  de material  genético  sucede  en  una  única  etapa 
denominada “fase de síntesis”  (fase S). En esta etapa,  la célula duplica su DNA generando así 
una copia idéntica de su dotación genética. Una vez finalizada la duplicación de cromosomas y 
centrosomas, comienza la fase de mitosis (fase M), aquella en  la que tienen  lugar  los cambios 
morfológicos más dramáticos de todo el ciclo celular y durante la cual tiene lugar la segregación 
de  los  cromosomas.  Finalmente, durante  la  fase denominada  citocinesis,  la  formación de un 
anillo contráctil en el córtex celular permite la separación de los nuevos núcleos y el citoplasma 
en las dos células hijas resultantes.  
La  progresión  entre  estas  fases  está  regulada  por  una  serie  compleja  de  eventos  que 
aseguran  la  fidelidad de  la división del material genético. Estos eventos representan periodos 










De esta  forma, el objetivo último de estos puntos de  control  será minimizar  la producción y 
propagación de errores genéticos.  
Si  las  condiciones  no  son  favorables  para  la  división,  la  célula  entra  en  un  estado  de 


























el  que  la  célula  crece  y  analiza  si  las  condiciones  son  apropiadas  para  continuar  el  ciclo.  Una  vez 
replicado el DNA, en G2  los centrosomas previamente duplicados comienzan a separarse y a formar el 
huso bipolar. Más adelante se produce la rotura de la envoltura nuclear, la formación completa del huso 
y,  finalmente,  la  segregación  del material  genético  (cariocinesis)  y  el  citoplasma  (citocinesis)  en  dos 







La progresión  lineal  y  coordinada de  las distintas  fases del  ciclo  celular es un  requisito 
imprescindible para asegurar una segregación equitativa y precisa del material genético. Para 
ello,  la célula necesita estar sometida a mecanismos de  regulación  temporal que aseguren  la 
correcta  progresión  de  los  diferentes  eventos  que  tienen  lugar.  Los  drásticos  cambios 





ellas, destaca  la  familia de  las  “quinasas dependientes de  ciclinas” o Cdks  (del  inglés Cyclin‐
dependent  kinases).  Se  trata  de  proteínas  heterodiméricas  constituidas  por  una  subunidad 
proteica  con  actividad  quinasa  (serín‐treonin  quinasa)  y  una  subunidad  activadora  llamada 
ciclina. Mientras  que  los  niveles  de  las  ciclinas  oscilan  a  lo  largo  del  ciclo  celular,    las  Cdks 
mantienen sus niveles constantes. Así, es  la expresión consecutiva de distintas ciclinas  la que 
conlleva  la activación progresiva y cíclica de  las distintas Cdks. Las quinasas dependientes de 
ciclina  también  son  reguladas por  fosforilación o por  la unión de proteínas  inhibidoras, CDKI 
(del  inglés CDK  inhibitor proteins) y son capaces de  regular  la progresión el ciclo mediante  la 
fosforilación de diversos sustratos (Malumbres and Barbacid, 2005). 
El  control  de  la  transcripción  proporciona  una  dimensión  adicional  a  la  regulación 
temporal  del  ciclo  celular.  Así,  en  células  quiescentes,  la  proteína  de  retinoblastoma  (pRb) 
bloquea la transcripción de los genes necesarios para la entrada en fase S (revisado en Harbour 
and Dean 2000). Bajo  la estimulación por  señales mitogénicas,  la expresión de  las  ciclinas D 








de  las  proteínas  de  ciclo.  La  proteólisis  de  ciclinas  y  otros  reguladores  está  basada  en  un 
mecanismo  dependiente  de  ubiquitinación  (Pagano  1997).  Esta  señal  post‐transcripcional 
permite  la degradación de  las proteínas por el proteasoma. En  las  fases G1  y  S, el  complejo 
llamado SCF (de proteína SKP1‐CUL‐F‐box) participa en la ubiquitinación de las ciclinas D, E y A, 
y de ciertas proteínas CKI que regulan  la transición G1/S. En mitosis, el complejo promotor de 
anafase  o  ciclosoma  (APC/C,  del  inglés  anaphase  promoting  complex  or  cyclosome)  es  el 
encargado de ubiquitinar  las  ciclinas A y B, y otros  reguladores mitóticos, permitiendo así  la 
segregación de  los  cromosomas duplicados  y  la  salida de mitosis  (Nakayama  and Nakayama 
2006).  
Es importante destacar que existen distintos puntos de control (checkpoints) a lo largo del 
ciclo  celular.  Éstos  permiten  que  la  célula  se  detenga  hasta  verificar  que  no  existen  errores 
incompatibles  con  la  división  equitativa  del material  duplicado.  Los  puntos  de  control más 
estudiados  son  el  de  la  transición G1/S,  el  inducido  por  daño  al DNA  y  el  punto  de  control 
mitótico o SAC  (del  inglés,  spindle assembly checkpoint). En estas etapas,  la célula detiene  la 
progresión  a  través  del  ciclo  celular  hasta  que  no  está  preparada  para  duplicar  su material 
genético  (G1/S),  hasta  que  no  ha  reparado  el  DNA  (daño  al  DNA)  o  hasta  que  no  se  ha 













La  Real  Academia  Española  de  la  lengua  define  la 
mitosis  como  la  “división  de  la  célula  en  la  que,  previa 
duplicación  del material  genético,  cada  célula  hija  recibe 
una  dotación  completa  de  cromosomas”.  Este  término 
derivado del griego mitos (hebra), fue acuñado por Walther 
Flemming  en  1880  haciendo  referencia  a  la  forma  que 
adquiere el núcleo durante el proceso de división (Figura 2).  
La mitosis es  la fase culminante del ciclo celular en  la 
que  tanto  el  material  genético  como  los  centrosomas, 
ambos duplicados durante  las fases S, son equitativamente 
repartidos  en  dos  células  hijas.  Los  errores  que  sucedan 
durante  este  proceso  darán  lugar  a  alteraciones  genéticas 













Figura 2: Mitosis. Ilustraciones




















durante  el  ciclo  celular    se  han  utilizado  tradicionalmente  para  definir  las  distintas  fases  que  la 
constituyen. Mientras  que  durante  interfase  no  hay  cambios  visibles  al microscopio,  la  célula  sufre 
diversas transformaciones durante mitosis. Durante profase, los cromosomas se condensan, se rompe la 
envoltura  nuclear  y  comienza  la  formación  del  huso mitótico.  En  prometafase,  los  cromosomas  son 
capturados  por  los microtúbulos  y,  gracias  a  las  fuerzas  de  tiro  y  empuje,  sufren  oscilaciones  hasta 
alcanzar la placa ecuatorial (metafase). En el momento en el que cada uno de los cinetocoros hermanos 
están unidos a microtúbulos procedentes de polos opuestos, comienza la separación de las cromátidas 
en  la  fase que denominamos  anafase.  Finalmente el DNA  y el  citoplasma  son  segregados en  las dos 
células hijas durante la fase de citocinesis (adaptado de Jackson et al., 2007). 
 
Una vez  rota  la envoltura nuclear,  los centrosomas duplicados comienzan a polimerizar 
los microtúbulos que contactarán con  los cromosomas y darán  lugar al huso mitótico bipolar, 
responsable  último  del  reparto  equitativo  del material  genético  y  del  citoplasma.  Esta  fase 
altamente dinámica, en  la que  los cromosomas sufren fuerzas de tiro y empuje, se denomina 
prometafase.  Gracias  a  estas  fuerzas  de  los microtúbulos,  los  cromosomas  pueden  llegar  a 
congregarse, alineados, en la llamada “placa ecuatorial o metafásica”. Desde el establecimiento 
del huso mitótico, el SAC mantiene parada la maquinaria necesaria para la progresión mitótica 






a  la  siguiente  etapa,  la  anafase.  El  inicio  de  ésta  está  marcado  por  la  separación  de  las 
cromátidas  hermanas  y  su  desplazamiento  hacia  los  polos  opuestos  del  huso.  Finalmente, 










rota  la  envoltura  y  duplicados  los  centrosomas,  arranca  la maquinaria  responsable  de  los  cambios 
morfológicos más drásticos del ciclo celular a través de las cinco fases que constituyen la mitosis. El DNA 





Cdk1  es  capaz  de  fosforilar  numerosos  sustratos  que  serán  responsables  de  los  cambios 
morfológicos  que  tienen  lugar  durante  las  primeras  etapas  de  la mitosis:  la  separación  de 
centrosomas,  la  condensación del DNA  (en  la que  también está  implicada Ciclina A‐Cdk2),  la 
ruptura de  la envoltura nuclear,  la  formación del huso mitótico, etc. No obstante, además de 
Cdk1, otras  quinasas mitóticas  contribuyen  de  forma  decisiva  a  la  entrada  de mitosis  (Nigg, 






Fry 2003). Así pues,  la  fosforilación  llevada a cabo por esta cohorte conservada de proteínas 
quinasas es la responsable de la regulación de los cambios morfológicos profundos que tienen 
lugar  durante  mitosis  y  citocinesis.  Muchas  de  estas  quinasas  comparten  un  mecanismo 




Kuriyan, 2002).  La  fosforilación del T‐loop puede  ser  autocatalítica o estar mediada por otra 
proteína  quinasa  y  generalmente  provoca  un  aumento  en  la  actividad  quinasas  de  varios 
órdenes de magnitud  (Adams, 2003). El caso de  la quinasas Aurora (A, B y C) ejemplifica muy 
bien la importancia de la activación del T‐loop. Aurora A y Aurora B poseen dominios catalíticos 
altamente  conservados pero presentan  localizaciones muy distintas. Aurora A  localiza en  los 
centrosomas y los polos del huso y regula la duplicación y maduración de centrosomas. Aurora 
B  localiza  en  los  centrómeros  y  juega  un  papel  esencial  en  el mecanismo  de  corrección  de 
errores de la unión entre microtúbulos y centrómeros durante mitosis. La actividad quinasa de 
Aurora  A  está  regulada  por  la  unión  directa  de  proteínas  como  Ajuba,  Tpx2  o  la  proteína 
fosfatasa 1. En cambio,  la actividad de Aurora B es dependiente de  INCENP  (del  inglés,  inner 
centromere protein), Survivina y Borealina (revisado en Carmena and Earnshaw, 2003). Aurora C 
ha  sido menos  estudiada  que  sus    parálogos,  presenta  niveles  especialmente  elevados  en 










Como hemos mencionado al comienzo de  la  introducción,  la  segregación precisa de  las 
dos copias del genoma es el punto culminante del ciclo celular. Esta distribución de la dotación 
genética  necesita  una  regulación  temporal  muy  exhaustiva  y,  como  ya  hemos  visto,  la 
fosforilación, desfosforlización y degradación de proteínas son procesos claves. Una regulación 
espacial de  la maquinaria mitótica  resulta  igualmente  crucial. Ya ha  sido discutido por varios 




su  división  durante  telofase  (Kant,  1985;  Karsenti,  2008).  Varias  publicaciones  recientes 
sostienen  que  la  célula  se  sirve  de  distintos  gradientes  intracelulares  como  base  de  la 





la duplicación de  centrosomas  (Wang et al 2005);    (2)  la organización del áster  (Gruss et al.,  
2004); (3) la unión de los factores asociados al huso (SAFs; del inglés spindle assemlby factors) a 




de  mitosis  y  la  entrada  en  G1  (revisado  en  Ciciarello  et  al.  2007);  (9)  el  ensamblaje  de 






El  gradiente  de  Ran‐GTP  es  uno  de  los  principales  reguladores  de  la  formación  de 
microtúbulos y del ensamblaje del huso. Ambos procesos  tienen en    la GTPasa pequeña Ran 






al,  2005;  Kalab  et  al.  2006).  La  unión  de  RCC1  (del  inglés,  regulator  of  chromosome 
condensation)  con  la  cromatina, a  través de  su  interacción  con  las histonas H2a y H2b, es  la 
fuente responsable de este gradiente de Ran‐GTP que se forma durante mitosis (Nemergut et 
al.,  2001)  ya  que  permite  el  intercambio  de  nucleótidos  de  guanina  necesario  para  la 
transformación  de  Ran‐GDP  en  Ran‐GTP.  Por  tanto,  el  ciclo  entre  Ran‐GTP  y  Ran‐GDP  es 
controlado por dos reguladores específicos con localizaciones bien diferenciadas: RCC1, que es 
importado  al  núcleo  e  interacciona  con  la 
cromatina  y  Ran‐GAP,  activador  de GTPasas, 
que mantiene una localización citoplasmática. 
Esta  distribución  permite  que  la 
concentración  de  Ran‐GTP  sea mayor  en  las 
proximidades  de  la  cromatina  que  en  la 
periferia  y,  en  consecuencia,  el 
establecimiento  de  un  gradiente  difuso  de 
Ran‐GTP  durante  mitosis  (revisado  por 
Ciciarello et al., 2007) (Figura 5).  
Hasta  el  momento  se  han  descrito 
varios  componentes  del  huso  mitótico 




Figura 5: Gradiente de Ran‐GTP. Durante
mitosis, la GTPasa pequeña Ran se encuentre
en altas concentraciones en las proximidades
de los cromosomas mientras que es su forma





Estas  proteínas  se  encuentran  inactivas  cuando  están  unidas  a  importina  α y β.  La 
presencia  de  RCC1  unida  a  los  cromosomas  permite  la  generación  de  Ran‐GTP  que 










de  TPX2  del  complejo  de  inhibición  que  forma  al  estar  unido  con  las  importinas  α y  β.  Una  vez 







El  huso  mitótico  es  la  maquinaria  molecular  capaz  de  distribuir  el  genoma 





bipolar,  es  capaz  de  segregar  el material  genético  de  una  forma  extremadamente  precisa 
gracias a la coordinación de tres procesos biológicos esenciales: la dinámica de microtúbulos, la 





(MT):  los MT  astrales,  originados  en  los  polos, 
crecen de  forma  radial hacia el exterior;  los MT 
del  cinetocoro,  que  conectan  los  polos  con  los 
cinetocoros de los cromosomas; MT polares, que 
se originan en  los polos del huso y conectan de 
forma  antiparalela  con  fibras  procedentes  del 
polo  opuesto.  Los  centrosomas  y  el  material 
pericentriolar que los rodean dan lugar a los polos 
del  huso  y  son  responsables  de  la  disposición 






La unidad estructural principal del huso  son  los microtúbulos que, durante mitosis,  son 
organizados en fibras antiparalelas y focalizadas en  los centrosomas. El establecimiento de  los 
microtúbulos  en  esta  estructura  bipolar  necesita  de  la  participación  de  otras moléculas  que 
pueden  tener  propiedades  motoras  (quinesinas)  o  “simplemente”  actuar  como  elementos 
estructurales  (proteínas  asociadas  a microtúbulos. MAPs,  del  inglés microtubule  associated 
proteins). En  ambos  casos  se  trata de moléculas esenciales para modular  la dinámica de  los 
microtúbulos  (Mao  et  al  2010)  (Figura  8).  Pero,  ¿cómo  se  estructura  este  complejo 
macromolecular? En células animales, durante interfase, los microtúbulos se organizan a partir 
de  un  único  centro  organizador  de microtúbulos  (MTOC,  del  inglés microtubule  organizing 













del  núcleo mientras  comienza  el  crecimiento  de  los microtúbulos  astrales  (Wittmann  et  al. 






huso  requiere  la  coordinación de  la dinámica de microtúbulos,  las proteínas motoras  y  las proteínas 
asociadas  a microtúbulos,  que  darán  estabilidad  a  las  fibras.  La  separación  de  los  centrosomas  se 
mantiene gracias al equilibrio de fuerzas entre  los complejos dineina‐dinactina y  las quinesinas, que se 
desplazan  hacia  el  extremo  “más,  +”  de  los  microtúbulos.  Las  quinesinas  de  la  familia  BimC  son 
esenciales  para  la  organización  de microtúbulos,  que  creen  alrededor  de  los  cromosomas,  en  fibras 
antiparalelas. Las quinesinas de  la familia del dominio motor C‐terminal (Kin C) aplican una fuerza que 
contrarresta la separación de los polos de tal forma que controlan la velocidad del crecimiento del huso 
mitótico.  Los  complejos  dineina‐dinactina‐NuMa,  interconectan  microtúbulos  y  gracias  a  su 
desplazamiento hacia el extremo “menos, –“ del microtúbulo, participan en la focalización de los polos. 
Las quinesinas asociadas a los microtúbulos en el extremo “–“ median la interacción entre los brazos de 
los cromosomas y  los microtúbulos del huso y empujan  los polos alejándolos de  los cromosomas. Las 
flechas  representan  las  fuerzas  aplicadas  sobre  los microtúbulos por  los dominios motores de  varias 
proteínas (Wittmann et al., 2001). 
 













con  microtúbulos  procedentes  del  polo  opuesto  (Khodjakov  et  al.  2003).  Algunos  de  los 
microtúbulos polares son capaces de “capturar” un cromosoma por uno de sus dos cinetocoros. 
Posteriormente,  si el otro  cinetocoro establece  contacto  con un microtúbulo procedente del 
polo  opuesto  tiene  lugar  lo  conocido  como  “bi‐orientación”  del  cromosoma.  Esta  unión 
“anfitélica”  es  la  única  orientación  que  garantizará  que  cada  cromátida  hermana  será 
incorporada a  cada una de  las  células hijas  resultantes.  La unión de  cinetocoros hermanos a 
polos  opuestos  y  la  capacidad  dinámica  de  los microtúbulos  permite  el movimiento  de  los 
cromosomas a lo largo del huso. El equilibrio entre las fuerzas de tiro y empuje procedente de 








Figura  9:  Reestructuración  de  la  red  de  microtúbulos  durante  mitosis.  Cuando  la  célula  entra  en 
mitosis,  la  red  interfásica de microtúbulos  tiene que  romperse. Una  vez duplicados  los  centrosomas, 
comienza su separación y la polimerización de microtúbulos que, finalmente, dará lugar a una estructura 
bipolar. (A) Célula en interfase con un único centro organizador de microtúbulos (flecha roja). El marcaje 















procesos  en  la  función  celular.  Están  implicados  en  la  organización  de  estructuras 
intracelulares,  en el transporte de moléculas, en la formación y motilidad de cilios y flagelos y 
en la división celular (Wade et al., 2009, Carvalho‐Santos et al. 2011). 
La  inestabilidad dinámica es  la principal característica de estas fibras y es  la responsable 
de  los cambios rápidos entre fases de crecimiento y desestructuración de  los microtúbulos en 
los procesos denominados “catástrofes”  (Mitchison T and Kirschner M, 1984). Esta propiedad 
hace que durante mitosis  la  vida media de  cada  fibra  sea del orden de  segundos  y  su base 
reside  en    la  naturaleza  molecular  de  los  microtúbulos.  Están  formados  por  dos  tipos  de 
proteínas globulares pertenecientes a  la  familia de  las tubulinas: α‐ y β‐tubulina. Los dímeros 
formados por estas moléculas dan  lugar a protofilamentos. Cada microtúbulo está constituido 
por un total de 13 protofilamentos que, dispuestos paralelamente, dan  lugar a una estructura 
en forma de cilindro (Figura 10). En  la mayoría de  las células,  los microtúbulos en  interfase se 
extienden  a  partir  de  un  único  centro  organizador  de microtúbulos,  el  centrosoma,  que  se 







La  inestabilidad  dinámica  de  los  microtúbulos  se  basa  en  la  unión  de  GTP  a  los 
heterodímeros de α/β‐tubulina y su posterior hidrólisis  (Figura 10). Sólo aquellos dímeros de 
α/β‐tubulina unidos a GTP pueden polimerizar, pero una vez polimerizados, el nucleótido es 
hidrolizado  y  no  puede  ser  sustituido.  La  hidrólisis  del  GTP  debilita  la  unión  de moléculas 




dinámico  de  los  cromosomas  (revisado  en  Gadde  and  Heald,  2004).  En  la  base  de  los 
microtúbulos existe un sistema protector formado por subunidades unidas a GTP que mantiene 

























Figura  10:  Inestabilidad  dinámica  de  lo  microtúbulos.  Visión  esquemática  de  la  estructura  de  los 




dando  lugar  a  los  protofilamentos.  En  mamíferos,  un  microtúbulos  estará  constituido  por  13 
protofilamentos    que  se  asocian  lateralmente  para  dar  lugar  a  un  cilindro  de  25nm  (adaptado  de 
Kollman et al., 2008). 
 
Si el  filamento  crece o  se acorta, dependerá de  la  relación entre  la entrada de nuevas 




tubulina  unidas  a  GTP  sea más  rápida  que  la  hidrólisis  del  GTP,  los microtúbulos    podrán 
mantener su base protectora y continuarán con su crecimiento. Sin embargo, si la frecuencia de 
unión de tubulina disminuye, el GTP unido a  la tubulina en el extremo “+” será hidrolizado de 




durante  interfase  es  del  orden  de  minutos  u  horas,  en    mitosis  se  ve  reducida  incluso  a 
segundos. Esta capacidad dinámica de  los microtúbulos  se convirtió en  la base de  la primera 
hipótesis  robusta  de  la  formación  del  huso  publicada  por  Kirschner  y  Mitchison  en  1986 
(Kirschner y Mitchison; 1986). A pesar de sus diversas  funciones en  la biología de  la célula, el 
aspecto  más  crítico  de  la  inestabilidad  dinámica  surge  durante  mitosis,  cuando  la  célula 
necesita romper  la red de microtúbulos de  interfase y reorganizarla para dar  lugar a un huso 
bipolar (Figura 9).  
Se ha demostrado que la capacidad de crecimiento y acortamiento de los microtúbulos es 
mayor  in  vivo  que  en  experimentos  realizado  in  vitro  con  tubulina  purificada  (Desai  and 
Mitchison,  1997;  Cassimeris  et  al.  1999).  Esto  demuestra  que  los  microtúbulos  necesitan 
moléculas  adicionales  para  controlar  su  inestabilidad  dinámica  (Figura  8).  Algunas  de  estas 
proteínas tienen capacidad motora y permiten el crecimiento del huso o el mantenimiento de 
su  tamaño;  otras  actúan  desestabilizando  las  fibras.  Un  tercer  tipo  corresponde  a  aquellas 
proteínas capaces de interaccionar con los microtúbulos y proporcionar estabilidad. Todas ellas 












Los  centrosomas  no  constituyen  la  única  fuente  de  polimerización  de  microtúbulos 
durante mitosis (Lüders and Stearns, 2007; Kalab et. Al 2006). Para dar  lugar al huso mitótico, 
las células son capaces de formar estas fibras desde los centrosomas, desde los cromosomas e 
incluso  a  partir  de  microtúbulos  del  huso  previamente  formados  mediante  el  mecanismo 
denominado “amplificación” (Heald et al. 1996; Maiato et al. 2004)  
La habilidad de  los centrómeros de organizar microtúbulos fue sugerida por primera vez 
por  Inoue  y  Siato  (Ioune  and  Siato  1967)  y  apoyada  por  trabajos  posteriores  en  los  que  se 
utilizaron  cromosomas  aislados  y  lisados  celulares  humanas  (Telzer  et  al.  1975;  Synder  and 
McIntosh, 1975; Gould and Borisy, 1978; Witt et al. 1980). En 1984, Karsenti y colaboradores 
demostraron  que  al  microinyectar  núcleos  y  DNA  en  extractos  de  X.  leavis  se  inducía  la 








Como hemos mencionado ya en esta  introducción,  la  formación de microtúbulos desde 
los cromosomas tiene importantes consecuencias en el mecanismo de “búsqueda y captura” de 
los microtúbulos sobre  los cinetocoros. La polimerización desde el DNA facilita el contacto de 
los  cromosomas  con  los microtúbulos,  dando  lugar  así  a  las  fibras más  estables,  las  fibras 
cinetocóricas o fibas‐k (Khodjakov et al., 2003 y Maiato et al. 2004). Por tanto, los cromosomas 
no  esperan  pasivamente  a  ser  capturados  por  los  microtúbulos,  sin  embargo,  forman 












de  los cromosomas son capturados e  incluidos en  la red de microtúbulos polares para  formar el huso 
bipolar.  En  rojo  se muestran  los microtúbulos  procedentes  de  los  centrosomas;  en  verde  las  fibras 
procedentes  de  los  cromosomas.  (B)  Fibroblasto  embrionario  de  ratón  tras  un  ensayo  de 









inglés  targeting  protein  for  Xklp2).  Fue  descrita  por  primera  vez  en  1998  por Wittmann  y 







2012).  Además,  es  importante  destacar  que  en  los  últimos  años  se  han  publicado  varios 
trabajos que resaltan  la  importancia de Tpx2 en  la biología de  las plantas (Evrard et al. 2009). 
Este ortólogo de Tpx2 posee  todos  los dominios  funcionales presentes en mamíferos y se ha 
demostrado  que  además  de  las  funciones mitóticas  que  lleva  a  cabo  su  ortólogo  en  ratón, 
desempeña  funciones específicas en plantas. Tpx2 presenta  localización nuclear en  todas  las 




O´Brien  y Wiesse  publicaron  un  trabajo  en  2006,  en  el  que  demuestran  que  esta  proteína 
interviene en la formación de la envoltura nuclear después de mitosis a través de su interacción 
con la proteína LAP2 (del inglés, lamina‐associated polypeptide 2) (O´Biren and Wiesse, 2008).  
En células de mamífero, Tpx2 presenta  localización nuclear durante  interfase, pasa a  los 
centrosomas en G2 y decora los microtúbulos desde profase hasta telofase. Finalmente, durante 




Son  varios  los mecanismos encargados de  regular Tpx2 durante  la progresión del  ciclo 















Figura 12: Estructura y  localización de Tpx2.  (A) Esquema representativo de  la estructura de Tpx2. La 
región N‐terminal es responsable de  la  interacción, activación y  localización de  la quinasa Aurora A. La 
parte C‐terminal es responsable de  la  interacción con microtúbulos y  las quinesinas Eg‐5 y Kif15. Tpx2 






























rotura  de  la  envoltura  nuclear.  Una  vez  rota  la  envoltura,  Tpx2  decora  los  centrosomas  y  los 








Tpx2 es capaz de regular  la  formación del huso a distintos niveles. Una vez  liberado del 




las proteínas cruciales para  la progresión de mitosis,  la quinasa Aurora A  (Eyers et al. 2004).  
Esta regulación ocurre a varios niveles, TPX2 es responsable de la localización de la quinasa en 
los  microtúbulos  del  huso  y  su  interacción  directa  incrementa  la  actividad  de  Aurora  A 
mediante  la protección de desfosforilación por  la Proteína Fosfatasa 1 (PP1, del  inglés protein 
phosphatase 1)  (Kufer et al., 2002; Eyers et al., 2003). En concreto, el dominio N‐terminal de 
TPX2  interacciona con el C‐terminal de  la quinasa protegiendo, así, de  la desfosforilación a  la 
Thr288  (T‐loop),  responsable  de  su  actividad  quinasa.  De  esta manera,  la  interacción  entre 
ambas proteínas hace inaccesible este T‐loop para PP1, (Eyers 2003; Bayliss et al. 2003) (Figura 
14).  Las  células  deficientes  en  el  complejo Aurora/Tpx2  presentan  husos mitóticos  cortos  y, 
aunque  son  capaces  de  segregar  los  cromosomas  en  dos  células  hijas,  esta  división  no  es 
equitativa  (Bird  and  Hyman,  2008).    Por  otra  parte,  el  grupo  de  Giulia  Guarguaglini  ha 
demostrado  que  Tpx2  regula  la  estabilidad  de  Aurora  A  en  las  fases  iniciales  de  mitosis, 
protegiéndola de la degradación por el complejo APC/C‐Cdh1. La disminución en los niveles de 






la actividad de  la quinesina Eg‐5  y  su  localización en  los microtúbulos  (Ma et al. 2011). Esta 





cuya  localización  y  actividad  es  regulada por  Tpx2  (Wittmann  et  al.  1998;  Tanenbaum  et  al. 
2009; Vanneste et al. 2009). Mientras que  la separación  inicial de  los polos del huso depende 
de  la actividad de Eg‐5, Kif15 es responsable del mantenimiento de  la bipolaridad en  las fases 
sucesivas. De hecho, una vez se establece el huso bipolar gracias a Eg5, Kif15 es suficiente para 
mantener  la  estructura  bipolar  (Tanenbaum  et  al.  2009;  Vanneste  et  al.  2009).  Además  de 
regular a  la quinasa Aurora A, Kif15 y Eg5, Tpx2 es  también necesario para  la  localización de 
SAF‐A (del inglés, scaffold attachment factor A), proteína nuclear en interfase que contribuye a 


























Figura  14:  TPX2  regula  la  activación  y  localización  de  la  quinasa Aurora A.  El  dominio  catalítico  de 
Aurora A  se activa por autofosforilación en  la  treonina 288.  La  fosfatasa PP1 es  la  responsable de  la 
desfosforilación e inactivación de la quinasa. Cuando TPX2 interacciona con Aurora A, un cambio en su 
conformación  deja  protegida  la  Thr288  frente  a  la  acción  de  PP1  de  forma  que  la  quinasa  queda 







ensamblaje  del  huso mitótico  y  una  vez  ahí,  comienza  a  reclutar  las  distintas  quinesinas  o 
reguladores del huso necesarias para la dinámica y mantenimiento de su estabilidad (Ma et al., 
2010; Tulu et al., 2006).  












permitido  resaltar  la  analogía  existente  entre  el  desarrollo  tumoral  y  la  teoría  evolutiva  de 
Darwin.  En  ambos  casos,  se  produce  una  serie  progresiva  de  alteraciones  genéticas  que 
suponen  una  ventaja  de  crecimiento  y  que,  en  el  caso  de  los  tumores,  provoca  la 
transformación de una  célula normal en una  célula  tumoral. Pero no  se  trata de  la  “simple” 
adquisición de mayores capacidades proliferativas. Las células tumorales adquieren también la 
capacidad de eludir  la  señales que dictan  la muerte celular, adquieren un potencial  ilimitado 
para duplicar el material genético, desarrollan capacidades angiogénicas y, por último, ponen 
en marcha mecanismos que les permiten invadir tejidos adyacentes (Lou et al. 2009). Estas seis 












Hace  más  de  un  siglo,  el  naturalista  Theodor  Boveri  predijo  la  asociación  entre  las 
alteraciones cromosómicas y el desarrollo y la progresión del cáncer (Boveri, 1914). Tal y como 
se predijo, estudios posteriores han demostrado que las alteraciones en reguladores mitóticos 




Es  importante  establecer  la  diferencia  entre  las  aneuploidías  y  la  inestabilidad 
cromosómica.  La  aneuploidía  se  define  como  la  presencia  de  un  número  anormal  de 
cromosomas  sobre  la  dotación  diploide  normal.  Sin  embargo,  CIN  hace  referencia  a  la 
persistencia  de  una  tasa  variable  de  pérdidas  o  ganancias  de  cromosomas.  Ambas  son 






los  tumores,  si  no  que,  probablemente,  tiene  una  relación  causal  con  la  adquisición  de  las 
propiedades malignas  de  las  células  tumorales  (revisado  por  Schvartzman  et  al.  2010).  De 






Cabe destacar que  las alteraciones de  los  reguladores mitóticos  son más  frecuentes en 








un  método  computacional  para  establecer  una  correlación  entre  la  presencia  de  CIN  en 
tumores  humanos  y  los  niveles  de  expresión  de  determinados  genes.  Con  este  nuevo 
parámetro, los autores resumen  el total de aberraciones cromosómicas presentes en un tumor 










los  autores  presentan  el  complejo  Aurora‐A/Tpx2  como  un  holoenzima  oncogénica  con 

































merotélicas.  (C)  Defectos  en  el  SAC.  Estos  defectos  permitirán  una  entrada  prematura  en  anafase 
cuando no todos  los cromosomas están unidos a microtúbulos de  los polos opuestos. (D) Alteraciones 






























Figura  16: Alteraciones  en  la  regulación de  Tpx2  y Aurora A.  Las  alteraciones del  complejo pueden 
suceder de tres maneras hipotéticas: el aumento de  los niveles de Aurora A o de TPX2 dará  lugar a  la 




que  las  alteraciones  en  los  niveles  de  expresión  de  este  regulador mitótico  sean  causa  de 
anomalías cromosómicas que estén a su vez asociadas con el origen y la progresión tumoral. Es, 






























































La  finalidad  principal  de  este  trabajo  ha  sido  profundizar  en  el  conocimiento  de  las 
funciones  de  Tpx2  a  nivel  celular  y  durante  el  desarrollo  de  mamíferos,  así  como  en  la 
homeostasis de organismos superiores adultos y en su posible papel en el inicio y el desarrollo 


















en  el  animalario  del  Centro Nacional  de  Investigaciones Oncológicas  (CNIO)  atendiendo  a  la 
normativa ética y sanitaria provista por la Unión Europea.  







trap Consortium  (GGTC). Mediante ensayos de  reacción en cadena de  la polimerasa  (PCR, de 
polymerase chain reaction), se determinó la posición exacta de la trampa en el intrón 2 del gen. 
Las células embrionarias fueron microinyectadas en blastocistos de ratón C57BL/6J. 













La  eliminación  condicional  de  Tpx2  en  animales  adultos  se  llevó  a  cabo  mediante 
inyección  intraperitoneal de 4‐OHT o mediante  la alimentación ad  libitum de  los animales con 




Con  el  objetivo  de  analizar  la  capacidad  para  metabolizar  la  glucosa  en  animales 
heterocigotos para Tpx2 se llevaron a cabo ensayos de tolerancia a la glucosa.  
Se  inyectaron  intraperitonealmente  2  gr  de  glucosa  (Sigma)por  kilogramo  de  animal.  A 





ratones  adultos  se  utilizaron  discos  de  diagnóstico  VetScan  (Abaxis  Veterinary  Diagnostics) 
(200µl de sangre).   Fueron analizados  los siguientes parámetros: albúmina,  fosfatasa alcalina, 




En  las  necropsias  de  los  ratones,  tras  una  inspección macroscópica  general  externa  e 
interna  de  las  cavidades  cefálica,  torácica  y  abdominal  para  detectar  posibles  animalias  del 
desarrollo  y/o  patologías,  se  recogieron muestras  de  forma  reglada  de  páncreas,  estómago, 









microscópico  rutinario  se  tiñeron  con  hematoxilina  y  eosina  (H&E)  de  acuerdo  con  los 
protocolos  convencionales.  Las preparaciones  fueron analizadas  junto a un patólogo experto 
(Dra.  Marta  Cañamero).  En  el  caso  de  que  fueran  necesarias  técnicas  adicionales  de 
inmunohistoquímica,  se  realizaron  cortes  de  3‐5 µm,  que  tras  ser  desparafinados  recibieron 





Para  la obtención de un mayor número de embriones por camada,  las hembras  fueron 
tratadas mediante  inyección  secuencial e  intraperitoneal  con  gonadotropina  sérica de  yegua 
preñada  (PMSG;  Henry  Schein  España)  y  48  horas más  tarde  con  gonadotropina  coriónica 
humana (hCG). Una vez  inyectada esta última hormona,  las hembras fueron puestas en cruce 
con machos  heterocigóticos  para  el  alelo mutante  de  Tpx2. Un  día  y medio  después  de  la 
monta,  los  embriones  fueron  extraídos  del  oviducto  en medio  tamponado  con  HEPES  (M2; 
Sigma)  y  lavados  tres  veces  en  el mismo medio.  Los  embriones  fueron  cultivados  in  vitro 
individualmente  en medio  suplementado  con potasio, KSOM  (Chemicon  International  Inc.)  a 
una temperatura de 37°C y con 5% de CO2 y  fotografiados diariamente durante un total de 4 




















Los  fibroblastos  embrionarios  de  ratón  (MEFs,  de mouse  embryonic  fibroblast)  fueron 
obtenidos a partir de embriones de día E14.5 de desarrollo. Los embriones fueron aislados del 
útero  y  del  saco  vitelino. Una  vez  eliminada  la  cabeza  y  el  hígado,  el  resto  del  embrión  se 
disgregó  con ayuda de una  jeringuilla  y  se  incubó en una  solución de  tripsina‐EDTA  (tripsina 
0,5g/L, EDTA 0,2 g/L, NaCl 0,85 g/L). La suspensión de células obtenida tras este tratamiento, se 
sembró en una placa de cultivo de 150 mm de diámetro. Cuando los fibroblastos alcanzaron el 















Se  transfectaron  fibroblastos de  ratón  inmortalizados mutantes para Cdk4 R24C por el 
método de co‐precipitación de DNA con  fosfato cálcico. Se  transfectaron  las concentraciones 
correspondientes (2, 4 u 8ug) en cada muestra de los vectores de expresión de Tpx2, Aurora A, 
HRas V12  y el  vector  vacio.  Seis horas después de  la  transfección,  se  lavaron  las  células dos 
veces  con PBS‐0,1% EDTA  y una  vez  con PBS.   A  continuación  las  células  se mantuvieron en 








Para el análisis por citometría de  flujo,  las  células  fueron  lavadas con PBS y  fijadas con 
etanol al 70% durante 12 horas.  
Para  el marcaje  del DNA,  las  células  fueron  teñidas  con  yoduro  de  propidio  (20ug/ml; 
Sigma) en presencia de RNAasa A (0,2 mg/ml; Quiagen) durante 30 minutos a 4°C y analizadas 





Las  células  sembradas  sobre  cubres,  fueron  transferidas e  incubadas durante 40 minutos en 
medio  suplementado  con  Hepes  (10mM)  a  pH7.25  y  enfriado  en  hielo  para  asegurar  la 






fueron  fijadas  inmediatamente en metanol  frío.   Para  los análisis por  inmuofluorescencia,  se 
llevó a cabo un  lavado en PBS para retirar el metanol sobrante y se bloquearon  las células en 
una  solución  de  PBS  y  suero  de  ternera  al  10%.  Se  utilizaron  los  siguientes  anticuerpos 
primarios: α‐tubulina, CREST y Tpx2, así como anticuerpos secundarios Alexa‐488, 594 y 647 en 






con  el  objetivo  de  despolimerizar  las  fibras  menos  estables  del  huso  mitótico.  Tras  este 
tratamiento  las  células  fueron  fijadas  con  paraformaldehido  al  4%  durante  7  minutos  y 
permeabilizadas  con metanol.  Se  utilizaron  los  siguientes  anticuerpos  primarios:  α‐tubulina, 
CREST  y  Tpx2,  así  como  anticuerpos  secundarios  Alexa‐488,  594  y  647  en  las  condiciones 





de  PBS  y  Tritón  X‐100  al  0,03%,  las  células  fueron  bloqueadas  con  suero  de  ternera  al  10% 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios 
en  incubaciones de 1 hora a 37°C: quinasa Aurora A  (1:250), Eg‐5  (1:200), Kif5, α‐tubulina, γ‐
tubulina (1:200). Tras tres lavados en PBS y Tritón X‐100 al 0,003% las células fueron incubadas 
con  los  anticuerpos  secundarios:  Alexa‐488,  594  y  647  durante  45 minutos  a  temperatura 








Para  el  seguimiento  de  la  entrada  y  salida  de  mitosis  de  células  individuales  por 
videomicroscopía, generamos líneas celulares que expresan la histona H2B fusionada a proteína 
fluorescente roja (RFP, de red fluorescent protein) para el marcar el DNA. Para ello, las células 
fueron  transducidas  con  un  vector  lentiviral  que  expresa H2B  fusionada  a mRFP  (del  inglés 
mouse red fluorescent protein) (HIV‐H2BmRFP; Kanda et al. 1998). Tras  la deleción del gen de 
Tpx2 mediante  el protocolo detallado  en  el  apartado 2.2 de  esta  sección,  las  células  fueron 
sembradas en placas de fondo de cristal (MaTek Corporation) y comenzó la filmación 14 horas 










de  activar  el  ciclo  celular,  los  esplenocitos  fueron  incubados  en  medio  RPMI  (GIBCO)  en 
presencia de lipopolisacárido (LPS; del inglés lipopolysaccharide25ug/ml) durante 72 horas. Tras 
esta  incubación,  las  células  fueron  tratadas  con  colcemida  (Solución  KryoMAX™de  Gibco) 












celular  un  volumen  idéntico  de  solución  de  Carnoy  (75% metanol  puro,  25%  ácido  acético 
glacial). Tras una centrifugación de 10 minutos a 1000rpm,  las células  fueron resuspendidas y 
fijadas en la misma solución de metanol y ácido acético durante 10 minutos. Una vez fijadas, las 









Un  día  después  de  sembrar  las  células  en  places  de  6  pocillos  (2x105  células/pocillo), 
fueron lavadas e incubadas durante 2 horas con medio DMEM (Gibco) sin suero con el objetivo 




ml)  a  durante  distintos  tiempos:  15 minutos,  1,  2  y  3  horas.  Tras  este  tiempo  de  espera, 
lavamos las células con tampón KRH frío. Las células fueron lisadas con 0,6ml de  NaOH  10M. 
Se mezclaron 200ml del lisado con 5ml del líquido de centelleo. Estas muestras se mantuvieron 
a  ‐20°C durante toda  la noche. 12 horas después se realizaron  las medidas en un contador de 
centelleo.  A  modo  de  control,  se  analizó  también  la  cantidad  de  [3H]‐2‐deoxy‐D‐glucosa 
remanente  en  el  sobrenadante.  Así  mismo,  analizamos  la  captación  de  glucosa  en  células 












Para  la extracción de proteínas,  las  células  se  lavaron  con PBS  frío  y  se  lisaron en una 
solución  que  contenía  37mM NaCl,  0,5%  de NP‐40,  20mM  Tris‐HCl  pH7.4,  2mM  EDTA,  10% 
glicerol,  0,5mM  de  DTT  y  una  mezcla  comercial  de  inhibidores  de  fosfatasas  y  proteasas 
(Sigma). Para  la  inmunoprecipitación,  los  lisados celulares se  incubaron a 4°C 15 minutos con 
esferas  de  sefarosa  recubierta  de  proteína  G,  para  anticuerpos monoclonales  (anti‐GFP),  o 





incubó  esta mezcla  durante  2  horas  a  4°C.  Se  centrifugaron  las muestras  y  se  hicieron  tres 
lavados  con  una  solución  que  contenía  37mM NaCl,  0,5%  de NP‐40,  0,1%  SDS,  1%  TX‐100, 
20mM  Tris‐HCl  pH7.4,  2mM  EDTA,  10%  glicerol,  0,5mM  de DTT  y  una mezcla  comercial  de 
inhibidores de fosfatasas y proteasas (Sigma).  
La  extracción de proteína se realizó con  solución Laemmli (Tris pH6,8 60mM; SDS al 2%; 
glicerol  al  10%)  con  el  objetivo  de  extraer  tanto  proteínas  citoplasmáticas  como  nucleares. 
Después de la electroforesis, las proteínas fueron separadas en geles de acrilamida al 10% y se 









Se  recogieron  las células del cultivo con ayuda de una espátula y se  resuspendieron en 
tampón (HEPES 10mM, KCl 1mM, MgCL2 1,5mM y glicerol al 10%) en una proporción 5:1 con 
respecto al volumen celular (500µl para un total de 100µm de células). Tras añadir Tritón‐X‐100 
al  0,1%  y  una  incubación  de  5 minutos  en  hielo,  se  centrifugaron  las muestras  durante  4 
minutos  a  3.500  revoluciones  por minuto  (rpm).  Como  resultado  de  esta  centrifugación,  el 
sobrenadante  correspondía  ya  a  la  porción  citosólica  y  el  pellet  a  la  fracción  nuclear.  El 
sobrenadante se centrifugó durante 15 minutos a 13.500 rpm y se mantuvo congelado a  ‐20°C. 











cabo  la precipitación del mismo  añadiendo 250ul de  isopropanol en  incubando  las muestras 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras centrifugar las muestras durante 10 minutos 
a 4°C y una velocidad de 12000 rpm, el pellet se lavó con etanol al 70% y se resuspendió el RNA 









Para  analizar  los  niveles  de  transcripción  de  distintos  genes  se  utilizó  el  reportero 
luciferasa. Se  sincronizaron  los MEFs de  ratón  siguiendo el protocolo descrito en el apartado 
2.2. Las células fueron nucleofectadas con AMAXA (MEF‐1; Programa A‐23) con 4ug de distintos 
vectores  de  expresión  que  contenían  el  gen  de  luciferasa  bajo  el  control  de  diversos 
promotores  (c‐fos, c‐jun, AP‐1, Sre, p19). Se utilizaron 4ug del vector normalizador  (Promega) 
que contenía luciferasa de Renilla. El análisis se llevó a cabo 16 horas después de la entrada en 




Los  estudios  con  tumores  humanos  se  llevaron  a  cabo  en  colaboración  con  distintas 
instituciones:  (1)  las muestras de  cáncer de ovario  y mama proceden del Hospital  La Paz de 



























Alelo Nombre Secuencia Tamaño
Tpx2  (+) Tpx2_D028B03_F2 GAATTCAGAGGCCCAGACAG 232 pb
Tpx2_D028B03_R2 GAGTTCCAGGACAGCCAGAG
Tpx2  (‐) Tpx2_D028B03_F2 GAATTCAGAGGCCCAGACAG 456 pb
Tpx2_D028B03_R1 CTCCCGAAAACCGCTTCTA
Tpx2  (lox) Tpx2_D028B03_F3 TTCTCTGCATAGCCCAAGGT 804 pb
Tpx2_D028B03_R3 ACCTTGGGCTATGCAGAGAA
Tpx2  (∆) Tpx2_D028B03_F3 TTCTCTGCATAGCCCAAGGT 714 pb
B32 CAAGGCGATTAGTTGGGTAACG
Anticuerpo Secundario Tipo IF Proveedor
Alexa Fluor®‐488 Cabra Anti‐Ratón IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐488 Pollo Anti‐Conejo IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐488 Pollo Anti‐Rata IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐594 Cabra Anti‐Ratón IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐594 Pollo Anti‐Conejo IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐594 Cabra Anti‐Human IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐594 Pollo Anti‐Rata IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐647 Cabra Anti‐Human IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐647 Pollo Anti‐Conejo IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen
Alexa Fluor®‐647 Pollo Anti‐Ratón IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen









Antígeno Fuente (Ig) Clon IF WB IHQ Proveedor
AKT Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:500  ‐‐ Cell Signalling
Anti‐centromere Antibody  Humano (P)  ‐‐ 1:100  ‐‐  ‐‐ Antibodies Inc.
α‐tubulina Rata (M) YL1/2 1:1000  ‐‐  ‐‐ ECACC
α‐tubulina Ratón (M) DM1A 1:1000  ‐‐  ‐‐ Sigma
β‐actina Ratón (M) AC‐15  ‐‐ 1:1000  ‐‐ Sigma
Caspasa 3 Activa  Conejo (P)  ‐‐  ‐‐  ‐‐ 1:200 RYS systems
Centrosomal protein 135kDa  Conejo (P)  ‐‐ 1:500  ‐‐  ‐‐ Dr. Hyman
CREST Human (P)  ‐‐ 1:500  ‐‐  ‐‐ Dr. Hyman
ERK Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:250  ‐‐ Cell Signalling
Fosfo‐AKT Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:500  ‐‐ Cell Signalling
Fosfo‐ERK Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:500  ‐‐ Cell Signalling
Fosfo‐Histona H2A.X (Ser 139) Ratón (M) JBW301  ‐‐  ‐‐ 1:100 Millipore
Fosfo‐Histona H3 (p‐H3) Conejo (P)  ‐‐  ‐‐  ‐‐ 1:100 Millipore
γ‐tubulina Ratón (M) T 6557 1:1000  ‐‐  ‐‐ Sigma
Ki67 Rata (M) TEC‐3  ‐‐  ‐‐ 1:100 DAKO
Quinesina 11 (Eg5) Conejo (P)  ‐‐ 1:250  ‐‐  ‐‐ Dra. Arlot‐Bonnemains 
Quinesina 15 (Kif15) Conejo (P)  ‐‐ 1:250  ‐‐  ‐‐ Dra. Vernos
MAD2L1 (Mad2) Ratón (M) 2G9 1:500 1:500  ‐‐ MBL
Quinasa Aurora A (AurkA) Ratón (M) 35C1 1:250  ‐‐  ‐‐ AbCam
IR β Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:1000  ‐‐ Dr. Brazil
IRS‐1 Conejo (P)  ‐‐  ‐‐ 1:1000  ‐‐ Dr. Brazil
Tpr Ratón (M) ab58344 1:500 1:500  ‐‐ AbCam
TPX2 Conejo (P)  ‐‐ 1:500 1:500  ‐‐ Dr. Hyman
TPX2 Conejo (P)  ‐‐ 1:250 1:500 1:500 LifeSpan
TPX2 Ratón (M) 18D5‐1 1:500  ‐‐  ‐‐ AbCam
TPX2  Conejo (P)  ‐‐ 1:500 1:500  ‐‐ Dr. Hyman










RNA  interferente  pequeño  (siRNA,  del  inglés  small  interference  RNA)  y  anticuerpos  para  la 
inactivación  de  proteínas.  Por  ello,  consideramos  necesario  el  análisis  del  papel  de  esta 
proteína  in  vivo  utilizando  un  modelo  animal  de  mamíferos  que  nos  permitiera  eliminar 
genéticamente  este  regulador  mitótico.  Así  pues,  con  este  objetivo,  hemos  generado  un 
modelo  de  ratón  condicional  deficiente  en  la  expresión  de  Tpx2.  Para  ello  utilizamos  la 
estrategia de  la  trampa génica  (gene  trap) basada en  la  inserción en el genoma de un vector 
retroviral condicional [rFlipROSAbeta‐Geo (Cre)]. En nuestro caso,  la  inserción tuvo  lugar en el 
intrón 2 del gen de Tpx2. El vector en cuestión está compuesto de un sitio de corte y empalme 
(SA del  inglés splice acceptor),  la fusión de  los genes beta‐galactosidasa y neomicina (β‐geo) y 












Figura  17:  Cassette  de  trampa  génica.  Esquema  representativo del  fragmento  procedente del  vector 
rFlipROSAbeta‐Geo (Cre) insertado en el intrón 2 del gen de Tpx2. Los sitios marcados con triángulos, frt 
(amarillo), f3 (verde), loxP (rojo) y lox5171 (rosa), son secuencias de reconocimiento de las recombinasas 






su  inversión en presencia de  las  recombinasas Flip o Cre  respectivamente. Este  sistema nos 
permite trabajar con tres tipos de alelos. Nos referiremos al alelo Tpx2(‐) como aquel en el que 
la expresión del transcrito está impedida por la presencia del cassette SAβgeopA. La expresión 
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prematuramente en  la  secuencia pA dando  lugar a  la proteína mutada  [Tpx2(‐)]. En presencia de  la 
recombinasa  Flp,  el  cassette  es  invertido  y  pasa  a  ser  codificante  de  nuevo[Tpx2(lox)],  gracias  a  la 








cadena de  la polimeasa) con varios oligonucleótidos   específicos del  intrón 2, en combinación 
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Figura  19:  Localización  genómica  del  cassette  SAβgeopA  en  el  cromosoma  2  de  ratón.  Para 
determinar  la  posición  exacta  del  inserto,  se  llevaron  a  cabo  reacciones  de  PCR  mediante  la 
combinación de distintos oligonucleótidos sentido situados de forma consecutiva en el  intrón 2‐3 del 





Una  vez  validadas  las  células  embrionarias  de  ratón  que  portaban  la  mutación, 
procedimos  a  la  generación  de  ratones  quiméricos  para  Tpx2 mediante microinyección  de 
dichas  células  en  blastocistos  de  ratón  de  fondo  genético  C57BL/6J.  Se  obtuvieron  seis 
quimeras    con  100%    quimerismo  y  cinco  de  ellas  fueron  utilizadas  como  fundadores  de  la 







crías  analizadas  resultó    ser  homocigótica  para  la mutación  en  Tpx2  (Figura  20A).  De  este 
modo, demostramos que  la expresión de esta proteína es esencial para  la  viabilidad de  los 
embriones de ratón.  
Para  poder  determinar  el  momento  exacto  de  la  muerte  de  dichos  embriones, 
analizamos  varias  camadas  en  distintas  etapas  del  desarrollo  embrionario.  De  las  68  crías 
analizadas entre los días E8.5 y E17.5 del desarrollo, no encontramos ningún embrión Tpx2(‐/‐) 
(Figura 20A).La ausencia de embriones homocigóticos en  las etapas  intermedias y  finales del 
desarrollo embrionario nos hizo acudir al análisis de las etapas más tempranas del desarrollo, 
esto  es,  etapas  previas  a  la  implantación  en  el  útero.  Para  ello,  extrajimos  embriones  en 












(+/+) (+/‐) (‐/‐) (+/+) (+/‐) (‐/‐)
Animales nacidos 42 58 0 25 50 25
Embriones E8.5‐E17.5 27 41 0 17 34 17
Tpx2 (+/‐) x Tpx2 (+/‐)
Genotipos observados Genotipos esperados








de  animales  nacidos  o  embriones  procedentes  de  cruces  entre  Tpx2(+/‐).  (B)  Cultivo  ex  vivo  de 








que no progresaron más allá de dos  células debido a alteraciones en  la  formación del huso 
mitótico (Figura 21). También observamos mórulas cuyas células presentaban aberraciones en 







por  microscopía  confocal  de 
inmunofluorescencias  en  embriones  E1.5 
mantenidos  en  cultivo  durante  1  día.  A.  Los 
embriones Tpx2(+/+) se encuentran en estadio 
de  mórula  temprana  con  células  mitóticas 
normales. Los embriones deficientes para Tpx2 
(izquierda)  presentan  alteraciones  en  la 
formación  del  huso  así  como  aberraciones 
nucleares(flecha blanca). Se muestra el detalle 
de  una  de  las  células  que  presentó  un  huso 
mitótico  monopolar.  En  verde,  α‐tubulina 
marca  los microtúbulos. El DNA, marcado con 







bipolares,  así  como  cromosomas  perfectamente  alineados  en  la  placa  metafásica.  Sin 
















tubulina  presente  en  cada  célula  no  se  vio  alterada  en  los  embriones  Tpx2(+/‐)  (Figura  22, 
gráfica).  
  Para determinar las consecuencias de las aberraciones mitóticas que encontramos en las 
mórulas  tempranas,  realizamos estudios de  inmunofluorescencias en embriones mantenidos 
en cultivo durante dos días. En ese momento,  los embriones Tpx2(+/+) se encontraban ya en 
fase  de  blastocisto  con  un  blastocele  y  una masa  celular  interna  claramente  distinguibles 
(Figura 20 y 23). Sin embargo, los embriones Tpx2(+/‐) permanecían en estado de mórula (8‐12 
células) con aberraciones nucleares en morfología y  tamaño. Tanto  los embriones Tpx2(+/+) 
como  los  homocigóticos  para  la  mutación  alcanzaron  la  fase  de  mórula  compactada.  Sin 
embargo,  mientras  que  los  embriones  salvajes  presentaban  un  número  constante  de  18 
blastómeros  por mórula, los embriones deficientes para la expresión de Tpx2 presentaban un 
número  que  variaba  entre  los  9  y  los  13  blastómeros  por mórula.  Además,  al  analizar  en 
detalle los núcleos en blastómeros salvajes y mutantes, pudimos demostrar que en el caso de 
los embriones Tpx2(‐/‐) los núcleos no sólo eran aberrantes, sino que presentaban un volumen 






































Figura  22:  Anomalías  en  el  huso  mitótico  de  los  embriones  deficientes  para  Tpx2.  Análisis  por 
microscopía confocal de inmunofluorescencias en embriones E1.5 mantenidos en cultivo durante 1 día. 
Los  embriones  Tpx2(‐/‐)  que  alcanzaron  la  fase  de  mórula  temprana  presentan  husos  mitóticos 
aberrantes. Los paneles de la derecha son ampliaciones de las figuras mitóticas que se muestran en los 



































































(**, p<0,001).  (B)  Inmunofluorescencia en embriones E(1.5) mantenidos en cultivo durante  tres días 













sistema  nos  permitía  eliminar  Tpx2  in  vitro mediante  la  expresión  de  la  recombinasa  Cre 
(Figura  18). Derivamos  estas  células  de  embriones  extraídos  en  estadio  E13.5,  obtenidos  a 
partir de  cruces entre  ratones de genotipo Tpx2(lox/lox), homocigóticos  condicionales. Para 
eliminar  Tpx2,  infectamos  los  MEFs  condicionales  con  adenovirus  que  expresaban  la 
recombinasa Cre, de tal forma que pudimos obtener células deficientes para Tpx2. A partir de 
ahora nos referiremos a estas células como Tpx2(∆/∆). Como control negativo de la infección, 
utilizamos adenovirus que expresaban  la  recombinasa Flip,  inocua para   células de genotipo 
Tpx2(lox/lox). 
Nuestro primer objetivo  fue analizar  la capacidad proliferativa de  las células Tpx2(∆/∆) 
mediante  un  ensayo  de  curva  de  crecimiento.  Las  células  Tpx2(∆/∆)  presentaron  una 
deficiencia  significativa  en  su  capacidad  proliferativa  en  comparación  con  las  células 
Tpx2(lox/lox)  (**;  p<0,01)  (Figura  24).¿Cuál  era  la  razón  por  la  que  el  cultivo  no  podía 
progresar? Como primera aproximación, analizamos el contenido en DNA mediante citometría 
de flujo. Esto nos permitió tener una estimación del porcentaje de células que se encontraban 
en  cada  fase  del  ciclo.  Para  ello,  indujimos  la  pérdida  de  expresión  de  Tpx2  en  células 




















llevar  a  cabo  una  correcta  división  celular,  analizamos  la  capacidad  proliferativa  de MEFs 
Tpx2(+/‐).  No  encontramos  diferencias  significativas  en  la  proliferación  de  células 
heterocigóticas al compararlas con células de genotipo salvaje. El análisis de estas células por 
citometría de  flujo 48 y 72 horas después de  la estimulación con suero, nos mostró que  los 
MEFs Tpx2(+/‐) presentaban un  incremento en el porcentaje de células con un contenido de 
DNA >4N, si bien estas diferencias no resultaron significativas (Figura 26 A).  
Del  mismo  modo,  no  se  encontraron  diferencias  significativas  en  el  porcentaje  de 














































































































































































Figura  25:  Aberraciones  nucleares  en  fibroblastos  deficientes  en  la  expresión  de  Tpx2.(A) 








videomicroscopía. Para visualizar  la cromatina,  las células  fueron  transducidas con un vector 






genotipo  salvaje  (26.2±7.0%)  y  las  células  deficientes  en  la  expresión  de  Tpx2  (22.4±6.8%) 
(Figura 27A).  

























































































y  Tpx2(+/‐).  Los  datos  fueron  normalizados  contra  el  número  de  células  sembradas  el  día  1.  El 
experimento  se  realizó  por  triplicado.  No  se  encontraron  diferencias  significativas  en  la  capacidad 
proliferativa  de  ambos  grupos. Utilizamos  citometría  de  flujo  para  analizar  el  perfil  de  ciclo  de  las 
células heterocigóticas para el alelo mutante. Los  fibroblastos  fueron teñidos con  ioduro de propido. 
Los niveles de expresión de Tpx2 se determinaron por western blot  (panel derecho).  (B) Ausencia de 
aberraciones mitóticas en células Tpx2(+/‐). Este análisis se llevó a cabo por inmunofluorescencia. Los 
histogramas  representan  el  porcentaje  de  mitosis  normales,  células  binucleadas  y  células  con 
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Figura  27: Mitosis  prolongada  y  alteraciones  en  la  segregación  cromosómica  tras  la  eliminación 
genética de Tpx2.  (A)  Imágenes  tomadas de un ensayo de  videomicroscopía en  células de genotipo 
salvaje y células knock‐out para Tpx2. En ambos casos las células expresan la histona H2B fusionada a la 
proteína  fluorescente  roja  (mRFP).  Las  imágenes  fueron  tomadas  cada  10  minutos.  Las  células 
Tpx2(lox/lox)  eran  capaces  de  llevar  a  cabo  la  mitosis  en  un  tiempo  medio  de  70  minutos.  Las 
Tpx2(∆/∆) necesitaron un tiempo medio de 120 minutos para salir de mitosis. El histograma superior 
muestra el porcentaje de células Tpx2(lox/lox) y Tpx2(∆/∆) que entraron en mitosis. No se encontraron 
diferencias  significativas  en  este  parámetro.  (B)  Destino  de  células  analizadas  de  forma  individual 











96.9%  de  los  casos  (Figura  26  A).    Es  interesante  destacar  que  un  número  significativo  de 
células Tpx2(∆/∆) murieron en mitosis o durante la siguiente interfase (Figura 27 B), dato que 
se  corresponde  con  el  resultado  obtenido  en  el  análisis  de  citometría  de  flujo  descrito 
anteriormente.  El mismo  análisis  de  células  individuales  por  videomicroscopía  nos  permitió 
demostrar que  las células heterocigóticas para Tpx2  llevaban a cabo  la mitosis en un tiempo 
comparable  al  requerido  por  las  células  Tpx2(+/+).  Así  mismo,  estas  mitosis  resultaron 
normales en el 97.5% de los casos (n=39) (Figura 28).  
El punto de  control mitótico,  SAC, es el mecanismo principal que detiene  la  salida de 
mitosis  hasta  que  todos  los  cromosomas  están  bi‐orientados  en  la  placa  metafásica.  La 
proteína Mad2 es esencial para monitorizar la correcta unión entre cinetocoros y microtúbulos 
durante  la  división  celular.  Ha  sido  ampliamente  demostrado  que  la  parada  en  mitosis 
provocada  por drogas que  alteran  la  dinámica  y  funcionalidad  de  los microtúbulos  (taxol  y 
nocodazol) puede revertirse al eliminar la expresión de Mad2(Li and Benezra, 1996).  Nuestro 
siguiente objetivo fue estudiar si  la parada en mitosis en células Tpx2(∆/∆) era consecuencia 
de  la  activación  del  SAC.  Para  ello,  llevamos  a  cabo  un  experimento  de  videomicroscopía 
(siguiendo el mismo procedimiento detallado anteriormente) esta vez en presencia de un RNA 
interferente  pequeño  (siRNA;  del  inglés  small  interference  RNA)  contra Mad2. Gracias  a  la 
disminución en los niveles de  la proteína Mad2 (Figura 29 A), conseguimos revertir el retraso 
en  la  salida  de  mitosis  que  presentaban  las  células  Tpx2(∆/∆).  De  esta  forma,  el  tiempo 






resultados  fueron  reproducidos  en  presencia  de  nocodazol,  droga  desestabilizadora  de 
microtúbulos (Figura 29A).  
Estos datos sugieren que un mecanismo dependiente del SAC retrasa la salida de mitosis 
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Figura  28:  Las  células  heterocigóticas  para  el  alelo  mutante  no  presentan  alteraciones  en  la 
progresión  de  mitosis.  Análisis  por  videomicroscopía  llevado  en  células  Tpx2(+/+)  y  Tpx2(+/‐)  que 
expresan la histona H2B fusionada a proteína fluorescente roja. Las imágenes fueron tomadas cada 10 
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Figura  29:  La  pérdida  de  expresión  de  Tpx2  provoca  un  retraso  en  la  salida  de  mitosis  que  es 
dependiente del punto de  control mitótico.  (A) Cuantificación de  la duración de mitosis obtenida  a 































husos  colapsados,  caracterizados  por polos  del  huso  pero  con  ausencia  de microtúbulos del 
huso y una disminución en la distancia entre centrosomas; (ii) husos débiles, caracterizados por 












































































































los  microtúbulos  en  rojo  y  Cep135,  en  verde,  marca  los  centrosomas.  (D)  Se  muestran  imágenes 





Teniendo  en  cuenta  los  problemas  en  la  segregación  del  DNA  en  dos  células  hijas 
presentes  en  los MEFs  Tpx2(∆/∆),se  podría  pensar  que  los  husos multipolares  tendrían  su 
origen en la división de células poliploides que, por su condición, tendrían alterado también el 
ciclo de duplicación de los centrosomas. Para probar esta hipótesis, analizamos el estado de los 
polos  adicionales  en  las  células multipolaresTpx2(∆/∆).  El marcaje  con  un  anticuerpo  anti‐
CEP135  nos  permitió  detectar  los  centriolos  (Ohta  et  al.,  2002;  Kleylein‐Sohn  et  al.,  2007), 
mientras  que  la  γ‐tubulina  nos  permitió  detectar  el   material  pericentriolar  que  rodea  los 
centrosomas. En  todos  los casos encontramos sólo dos  focos positivos para CEP135 mientras 
que  todos  los  polos  presentes  en  las  células  aberrantes  fueron  positivas  para  el  material 





para  descartar  que  estos  problemas  se  debieran  a  alteraciones  en  los  niveles  totales  de  la 
misma y no a alteraciones en  la estructura de  los microtúbulos. No encontramos diferencias 








en  los niveles  totales de α‐tubulina. Se muestran  imágenes 
representativas de un huso normal [Tpx2(lox/lox)] y un huso 
aberrante  [Tpx2(∆/∆)]. El histograma de  la derecha muestra 
la  cuantificación  de  la  intensidad  de  α‐tubulina;  no 






cuya  localización  y  función  dependen  de  Tpx2,  tanto  Hklp2/Kif15  (Wittmann  et  al.  1998; 
Vanneste et al. 2009; Tanenbaum es al. 2009) como Eg5  (Ma et al. 2010; Gable et al., 2012) 
necesitan  la  presencia  de  Tpx2  para  poder  localizar  en  los  microtúbulos.  Por  tanto,  cabía 
esperar  que  la  localización  de  estas  tres  proteínas,  con  funciones  esenciales  en  el 
establecimiento  del  huso  bipolar,  se  viera  afectada  por  la  pérdida  de  expresión  de  Tpx2. 
Nuestro  siguiente  objetivo  fue  constatar  este  hecho  y  para  ello  llevamos  a  cabo 
inmunofluorescencias en células Tpx2(+/+) y Tpx2(∆/∆) (Figura 32). La quinasa Aurora A, si bien 
no  pierde  totalmente  su  localización  en  los  microtúbulos,  sí  experimenta  una  reducción 
significativa en las células Tpx2(∆/∆) (p<0.0001). Este fenotipo ya se había descrito para células 
humanas deficientes en  la expresión de TPX2 (Kuffer et al., 2002).De acuerdo con otros datos 
publicados  anteriormente,  la  localización de  la quinesina Hklp2/Kif15  se  vio dramáticamente 
alterada  en  células  de  ratón  deficientes  para  la  expresión  de  Tpx2  (Wittmann  et  al.  1998; 
Vanneste  et  al.  2009;  Tanenbaum  es  al.  2009).  Finalmente,  no  encontramos  alteraciones 
















































































































Como  hemos  comentado  en  la  introducción,  ya  había  sido  publicada  la  relevancia  del 
gradiente de Ran‐GTP en la formación de microtúbulos desde la cromatina (Carazo‐Salas et al. 
2001;  Gruss  et  al.  2002;  Tulu  et  al.  2006).  Además,  Alex  W.  Bird  y  Anthony  Hyman  han 
demostrado que es necesaria  la formación del complejo Aurora A/Tpx2 para  la polimerización 
de microtúbulos desde el DNA en células humanas (Bird and Hyman, 2008). Para constatar este 
hecho  en  nuestro  sistema,  analizamos  la  dinámica  y  estabilidad  de  los  microtúbulos  en 
presencia  y  en  ausencia  de  Tpx2.  Los  ensayos  de  despolimerización  y  crecimiento  de 
microtúbulos  permiten  distinguir  entre  la  formación  de  las  fibras  desde  el  DNA  y  la 
polimerización  dependiente  de  centrosomas  (Figura  33).  Para  ello  seguimos  el  protocolo 
detallado en el apartado de Materiales y métodos y esquematizado en la figura 18. Sometimos 
a  las células a un tratamiento con medio frío y dispusimos  las placas sobre una cama de hielo 






desde  el  DNA  era  evidente,  dicha  polimerización  era  prácticamente  ausente  en  células 
Tpx2(∆/∆).  Es  importante  destacar  que  la  polimerización  desde  los  centrosomas  no  se  vio 
significativamente afectada (Figura 33). Tras 10 minutos de incubación a 37°C, en la mayoría de 
los  casos  las  células  con  genotipo  salvaje  fueron  capaces  de  formar  husos mitóticos,  si  no 
bipolares,  sí  pseudobipolares.  Sin  embargo,  el  59%  de  los  husos  Tpx2(∆/∆)  resultaron 















































































centrosomas.  (B)  Polimerización  defectuosa  de  microtúbulos  desde  los  cromosomas  en  células 
Tpx2(∆/∆)  tras  un  tratamiento  con  hielo  de  40 minutos  y  una  incubación  a  37°C  de  3 minutos.  Los 
centrosomas  sí  presentaron  polimerización  de  α‐tubulina  (flecha  blanca).  Las  señales  de  α‐tubulina 
(verde)  en  las  proximidades  de  los  cromosomas  (DAPI,  azul)  se  utilizaron  como  marcadores  de 
polimerización  de microtúbulos  dependiente  de  cromatina.  (C)  Células  incubadas  a  37°C  durante  10 
minutos.  Las  células  de  genotipo  salvaje  son  capaces  de  generar  un  huso  mitótico  bipolar  (o 




Tpx2  localiza de  forma específica en  las  fibras más estables del huso,  las denominadas 
fibras‐k, responsables de  la  interacción con  los cromosomas. En células humanas  la formación 
del  complejo Aurora A‐Tpx2  es necesaria para el mantenimiento de  la  estabilidad de dichas 











las  fibras‐k  se mantuvieron unidas a  los cromosomas. Sin embargo, en  las células Tpx2(∆/∆), 
ambos tipos de fibras se perdieron totalmente (Figura 34 B), reflejando diferencias significativas 
al establecer  la comparación con células Tpx2(+/+)  (p=0.0034) e  indicando que Tpx2 confiere 
estabilidad a las fibras‐k, probablemente facilitando la captura de los cromosomas. Todos estos 




revelaron  la  importancia de Tpx2 en  los pasos  iniciales de  la  formación del huso mitótico, así 



































Figura  34:  Mantenimiento  de  la  estabilidad  de  las  fibras‐k  por  Tpx2.  (A)  Se muestra  un  esquema 
representativo del  experimento de despolimerización  con  frío.  Localización  específica de  Tpx2  en  las 
fibras K. α‐tubulina y Tpx2 se muestran en verde. La localización específica en las fibras K fue confirmada 









Una  vez  comprendido  el  papel  que  desempeña  Tpx2  en  la  progresión  del  ciclo  celular 
mediante  la  regulación  de  la  formación  del  huso,  nuestro  siguiente  objetivo  fue  estudiar  la 
hipótesis de que  las  alteraciones en  su  expresión dan  lugar  al desarrollo de  tumores. Como 
hemos explicado en la introducción, Tpx2 aparece amplificado y sobreexpresado en un amplio 
abanico de cánceres humanos (Tabla 1). Es también destacable el hecho de que Tpx2 es el gen 
que  presenta  una mayor  correlación  entre  su  sobreexpresión  en  tumores  y  los  niveles  de 
inestabilidad  cromosómica que presentan dicho  tumores  (Carter et al. 2006). Sin olvidar que 





formaba  parte  de  este  grupo  de  genes.  Establecimos  dos  cohortes  de  ratones  Tpx2(+/+)  y 
Tpx2(+/‐)  y  llevamos  a  cabo  un  ensayo  de  envejecimiento  con  el  objetivo  de  estudiar  las 
patologías  espontáneas  de  los  animales  heterocigóticos  para  Tpx2.  Como  paso  previo, 
confirmamos  la disminución en  los niveles de expresión de Tpx2 en  los ratones Tpx2(+/‐) con 





































































































































Los  animales  Tpx2(+/‐),  nacieron  sanos,  sin  ningún  fenotipo  aparente  y  resultaron 
totalmente fértiles, sin embargo presentaron una esperanza de vida significativamente menor 
que  los  ratones  salvajes  (Figura  35B).  Los  análisis  histopatológicos  de  ambos  grupos  nos 
indicaron que el aumento de la mortalidad era debido al aumento en el desarrollo de tumores 
espontáneos en  los  ratones mutantes  (incidencia del 52,9% en Tpx2(+/–) vs, 7.9% en  ratones 













Hepatocarcinoma 0 5.9 26
Adenoma de pulmón 0 29.5 20
Linfoma 7.1 35.3 20
Adenoma en el intestino 0 5.9 24
Carcinoma en el estómago (glandular) 0 5.9 22
Hiperplasia en la pituitria 0 11.8 22.5
Neoplasia intraepitelial prostática 0 5.9 22.5
 








otras  patologías  que  no  fueron  encontradas  en  el  grupo  de  Tpx2(+/+):  adenocarcinomas  en 
páncreas o hiperplasia en la parte intermedia de la pituitaria (Tabla 5, Figura 36 C).   













o  si,  por  el  contrario,  este  aumento  tenía  una  realción  causal  con  la  tumorogénesis, 
comparamos el cariotipo de células derivadas del bazo de ratones  jóvenes   (16 semanas) y de 
ratones  sanos  de  mayor  edad  (90  semanas).  Los  ratones  heterocigóticos  de  16  semanas 
presentaron un 18.3% de  células  con  cariotipos que variaron entre 34 y 83  cromosomas por 
metafase.  En  el  caso  de  los  ratones  control,  un  100%  de  células  presentaron  cariotipos 
normales  (Figura 37 B). El porcentaje de células aneuploides se  incrementó en un 27% en  los 











Figura  36:  Linfomas  y  adenocarcinomas 
espontáneos  desarrollados  por  los 
ratones Tpx2(+/‐). (A) Linfoma de bazo en 
un  ratón  Tpx2(+/‐).  Estos  linfomas  se 
caracterizan  por  su  agresividad,  con 
infiltraciones  en  corazón  y  cerebro.  (B) 
Carcinoma  alveolar  de  pulmón  tipo  II. 
Nótese  la  invasión de varios  focos en  los 
bronquios.  (C)  Hiperplasia  en  la  parte 
intermedia  de  la  pituitaria  en  ratones 
Tpx2(+/‐).  Nótese  el  ensanchamiento 
difuso  con  células  más  grandes  y  más 







































































































porcentaje de  células  aneuploides. Como  control  se utilizaron  células derivadas de bazos de  ratones 
Tpx2(+/+) de  la misma edad.  (B)  Los histogramas muestran  la ploidía de  células derivadas de  tejidos 
Tpx2(+/+) y Tpx2(+/‐). El porcentaje de células aneuploide aumenta entre las 16 (panel superior) y las 90 
semanas  (panel  inferior) de edad. Se muestran  imágenes  representativas de  los cariotipos analizados. 





los  niveles  de  expresión  de  Tpx2  en  varios  cánceres  humanos  cuyo  análisis  no  había  sido 
publicado  con  anterioridad.  La  colaboración  con  varios  grupos  pertenecientes  a  distintas 
instituciones (Hospital La Paz de Madrid, MD Anderson Cancer Center de Madrid y el Hospital 
de Santa Creu y Sant Pau en Barcelona) nos permitió demostrar que los niveles de expresión de 
Tpx2  aparecen  incrementados  en  un  alto  porcentaje  de  cánceres  de  colon  (20.7%;  n=99), 




Tomando  como  modelo  de  estudio  las  muestras  de  cáncer  de  colon  y  mediante  el 
marcaje  de  los  cromosomas  20  y  7  por  hibridación  fluorescente  in  situ  (FISH;  del  inglés, 
fluorescence in situ hybriditation), hemos podido demostrar que un porcentaje significativo de 
tumores de colon presenta inestabilidad cromosómica (Figura 38 B). Conocer los datos clínicos 
de parte de  los pacientes de  los que poseíamos muestras de  tumor, nos permitió analizar  la 
correlación entre  los niveles de expresión de Tpx2 y  la esperanza de vida de  los enfermos. En 
cuanto a  los  linfomas de  tipo Hodking, poseíamos  los datos clínicos de 156 pacientes  (de un 
total de 218) y encontramos una correlación positiva entre el nivel de sobreexpresión de Tpx2 y 
la menor  esperanza  de  vida  de  los  pacientes  (p=0,004)  (Figura  39  A).Las  diferencias  en  la 





al., 2006) en  relación  al pronóstico  grave de  los  tumores que presentan niveles elevados de 























































de  inestabilidad  cromosómica  en  dichos  tumores.  (A)  Porcentaje  de  tumores  que  presentan 
sobreexpresión de Tpx2. Este análisis se  llevó a cabo por  inmunohistoquímica. Las cuantificaciones se 




Nótese  la  ampliación  de  una  figura mitótica  aberrante.  (B)  Análisis  de  aneuploidías  en muestras  de 
cáncer de ovario por hibridación  fluorescente  in  situ  (FISH).  Se muestran  las  imágenes de dos de  los 
tumores  analizados  (0313026  y  0211511).  Se  utilizaron  sondas  contra  el  cromosoma  7  (verde)  y  el 
cromosoma  20  (rojo).  El  histograma  muestra  cómo  un  elevado  porcentaje  de  tumores  que 



























































estudió el historial médico de un  total de 156 pacientes.  (A) Se muestra  la curva de supervivencia de 
dichos pacientes. Existen diferencias significativas en  las distribuciones de supervivencia (**; p<0,005). 










in  vivo  como  in  vitro  (Figuras  25  y  37).  De  igual  modo,  hemos  demostrado  que  la 
sobreexpresión de Tpx2  in vivo está asociada a un aumento en  la  inestabilidad cromosómica. 
Sin  embargo,  sigue  quedando  pendiente  el  demostrar  la  posible  relación  causal  entre  la 
sobreexpresión de  Tpx2  y  la  inestabilidad  cromosómica encontrada  en  células  trasformadas. 
Para corroborar esta hipótesis,  llevamos a cabo un ensayo de  focos con  fibroblastos de ratón 
inmortalizados  que  además  presentan  una mutación  en  el  gen  de  Cdk4  (R24C)  que  le  hace 
insensible a la inhibición por proteínas de la familia INK4.   
Mediante  este  ensayo  pudimos  demostrar  que  distintos  niveles  de  sobreexpresión  de 
Tpx2  no  es  capaz de  provocar  la  transformación  oncogénica  de  las  células  (Figura  40 A).  La 






co‐expresar el oncogén HRasV12 y    la proteína Tpx2 para analizar  la posible colaboración de 
Tpx2 en el fenotipo maligno inducido por HRasV12. En este caso los datos fueron normalizados 
frente  al  número  de  focos  de  las  muestras  que  sobre‐expresaban  HRasV12,  que  fue 
considerado como 100%. Tal y como esperábamos, Aurora A coopera con el oncogén Ras (159% 
con respecto a HRasV12) en la transformación celular, mientras que la  sobreexpresión de Tpx2 
inhibe  la  formación  de  focos  provocada  por  la  sobreexpresión  del  oncogén  HRasV12  (67% 
respecto a  la  sobre‐expresión de HRasV12; ***p<0,001)  (Figura 40 B). Esta  inhibición parece 
dependiente  de  la  quinasa  Aurora,  puesto  que  la  sobreexpresión  de  un mutante  de  Tpx2 
incapaz  de  unirse  a  la  quinasa,  no  inhibe  las  propiedades  de  transformación  del  oncogén 






































Figura  40:  La  sobreexpresión  de  Tpx2  per  se  no  es  capaz  de  inducir  la  transformación maligna  de 
células.(A)  Cuantificación  del  número  de  focos.  No  se  obtuvieron  focos  al  sobreexpresar  distintas 
concentraciones de Tpx2 (2ug, 4ug y 8ug). Los resultados están normalizados frente al número de focos 
obtenidos  al  sobreexpresar  el  oncogén  HRasV12.  La  sobreexpresión  de  Tpx2  inhibe  el  efecto  de 
transformación maligna que  tiene HRasV12  (***; p>0,001).  La  sobreexpresión de  la quinasa Aurora A 
coopera co HRasV12 en  la  transformación maligna de  fibroblastos  inmortalizados.  (B) La  inhibición de 













cariotipos  mediante  tinción  con  Giemmsa  y  contaje  de  cromosomas,  así  como  mediante 
cariotipado  espectral  (SKY;  del  inglés  spectral  karyotyping).  Las  células  que  sobreexpresan 
HRasV12 presentaron cariotipos que correspondían a dotaciones 2n y 4n del material genético, 
es  decir,  presentaron  poliploidías.  Sin  embargo,  aquellas  células  que,  además  del  oncogén, 
sobreexpresaban Aurora A, presentaron cariotipos que variaban entre  las dotaciones 2n y 4n 
(Figura  41  A).  La  variabilidad  de  estos  cariotipos  demuestra  la  presencia  de  inestabilidad 
cromosómica  en  estas  células.  En  el  caso  de  las  células  que  sobreexpresaban  Tpx2,  esta 
inestabilidad se vio  incrementada y  los cariotipos eran variables entre  las dotaciones 2n, 4n y 
8n (Figura 40 A y B).  
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Figura  41:  La  sobreexpresión  de  Tpx2  en  células  transformadas  provoca  un  aumento  en  la 
inestabilidad cromosómica. (A) Se llevó a cabo el análisis del cariotipo de células transformadas aisladas 
del  ensayo  de  focos  descrito.  Las  células  control  presentan  dos  poblaciones,  una  diploide  y  otra 
tetraploide.  Las  poblaciones  que  sobreexpresan  Tpx2  o  AurKA  junto  con  HRasV12  acumulan 
inestabilidad y  llegan a dar  lugar a poblaciones con dotación cromosómica mayor de 8n. (B) El análisis 
espectral  de  cariotipos  demostró  la  presencia  de  alteraciones  cromosómicas  en  células  que 









5.1.  La  eliminación  de  Tpx2  en  ratones  adultos  provoca  un  fallo  hepático 
agudo incompatible con la vida.  
Para  la obtención de ratones condicionales que nos permitieran controlar  la eliminación 
de  Tpx2  en  el  tiempo,  cruzamos  animales  Tpx2(lox/lox)  o  Tpx2(+/+)  con  animales  que 
expresaban  la  recombinasa Cre  fusionada  al  receptor de estrógenos  y bajo  la  regulación del 
promotor  de  la  RNA  polimerasa  II,  ratones  RERTn(ERT/ERT).  La  fusión  con  el  receptor  de 
estrógenos  hace  que  la  expresión  de  la  recombinasa  sea  dependiente  de  la  presencia  de 
tamoxifeno, por tanto, los ratones Tpx2(lox/lox) crecerían como ratones salvajes en ausencia de 
tamoxifeno,  sin  embargo,  la  presencia  de  esta  hormona  nos  permitiría  obtener  ratones 
Tpx2(∆/∆) en los que la expresión del gen está totalmente impedida.  
Para  eliminar  la  expresión  de  Tpx2  en  individuos  adultos,  alimentamos  ratones  de 
genotipo Tpx2(lox/lox); RERTn(ERT/ERT)y animales control Tpx2(+/+);RERTn (ERT/ERT) con una 
















 El  fenotipo  del  hígado  se  caracterizó  por  la  presencia  de  áreas  necróticas  sin  una 
distribución  determinada  aparente,  es  decir,  sin  asociación  a  la  triada  portal  o  venas 
centrolobulillares. Estas zonas presentaban una apoptosis muy avanzada con presencia de las 
denominadas “células fantasma” anucleadas y eosinofílicas (Figura 44 A). Mediante el marcaje 
de  la  caspasa  3  activa  (C3A;  del  inglés  caspase  3  active)  pudimos  detectar  un  aumento 






















































































Figura  42:  Tpx2  es  un  gen  esencial  en  ratones  adultos.  (A)  Dos  cohortes  de  ratones  adultos  (11 









La  primera  cuestión  que  quisimos  resolver  fue  si  este  fallo  hepático  se  debía  al 
procesamiento  del  tamoxifeno  en  el  hígado.  Este  tratamiento  podía  ser  tóxico  para  el 
organismo, dando lugar a alteraciones que no estaban relacionadas con la pérdida de expresión 
de  Tpx2.  Frente  a  daños  de  este  tipo,  los  hepatocitos  activan  su  ciclo  con  el  objetivo  de 
regenerar  las zonas afectadas del hígado (Michalopoulos, 2007). Para confirmar esta hipótesis 
analizamos la capacidad proliferativa en ambas cohortes de ratones, teniendo en cuenta que en 
estado basal  la proliferación del hígado es prácticamente nula. Como mostramos en  la  figura 
44,  el  porcentaje  de  células  positivas  para  Ki67  resultó  significativamente  mayor  en  las 
muestras de  ratones Tpx2(∆/∆)que en  las de  los Tpx2(+/+)  (2,5% de  las  células  Tpx2(+/+)  vs 
22,75% de  las  Tpx2(∆/∆)=; * p<0,05).  Este  resultado nos  indicaba que  las  alteraciones  en el 

























Figura  43:  Los  ratones  adultos  knock‐out  para  Tpx2  no  presentaron  alteraciones  anatómicas  en  la 
mayoría  de  los  órganos  analizados.  Se  muestran  imágenes  representativas  de  tinciones  con 























































































Para  comprobar  que  realmente  estos  hepatocitos  eran  deficientes  en  la  expresión  de 
Tpx2,  analizamos  los  niveles  de  RNA  mensajero  mediante  transcripción  inversa  y  PCR 
cuantitativa.  Para  nuestra  sorpresa  comprobamos  que  los  niveles  de  Tpx2  resultaron  más 
elevados  en  el  hígado  de  los  animales  Tpx2(∆/∆)  que  en  aquellos  con  genotipo  salvaje.  Sin 
embargo,  la  expresión  del  RNA mensajero  había  disminuido  de  forma  significativa  en  otros 
tejidos  como  fueron  el  bazo,  los  testículos  o  el  sistema  digestivo  (Figura  45).  Una  posible 
























































Figura 45: La eliminación de Tpx2 tras el
tratamiento, no presenta la misma eficiencia en
los distintos tejidos analizados. La deleción de Tpx2
fue muy eficiente en diferentes tejidos
proliferativos como testítculo, intestino y bazo o no
proliferativos como el riñón. Sin embargo, los
niveles de RNA mensajero en pácreas e hígado eran
más elevados en los ratones Tpx2(∆/∆) que en
aquellos con genotipo salvaje. (A) resultados







en  ratones  adultos,  permite  explicar  el  inesperado  aumento  de  células  proliferativas  en  los 
hígados mutados (Figura 44 y 46). Esta suposición, unida al hecho de que la expresión de Tpx2 
en hígados normales es prácticamente  indetectable, nos  lleva a  la hipótesis de que, quizás, el 
hígado no sea el primer órgano afectado por el tratamiento con tamoxifeno, sino que es otro 




parámetros  que  monitorizaran  la  funcionalidad  del  hígado  (Figura  47).  Únicamente 
encontramos alteraciones significativas en  los niveles de  la fosfatasa alcalina y fósforo. Si bien 
encontramos  niveles  aumentados  de  alanina  aminotransferesas  (AAT),  estas  diferencias  no 





alteraciones  en  la  regulación  de  esta  quinasa  mitótica.  En  el  laboratorio  contamos  con  el 
modelo condicional para Aurora A, por  tanto, utilizamos  la misma estrategia para eliminar  la 
expresión de  la quinasa en un ensayo paralelo con  la deleción de Tpx2. Pudimos reproducir el 
fenotipo  hepático  en  los  animales  mutantes  para  Tpx2,  sin  embargo,  aquellos  ratones 
deficientes para Aurora A no presentaron, en ningún caso, alteraciones en el hígado (Figura 48 
A y B).  
Estos  resultados  demuestran  que  Tpx2puede  estar  llevando  a  cabo  un  papel  en  la 
regulación  del metabolismo  que  es  independiente  de  su  papel  en mitosis  e  independiente 













































































































































































con dieta  suplementada  con  tamoxifeno no presentaron alteraciones en  la  anatomía e histología del 
hígado.  (B)  Los  ratones  deficientes  en  la  expresión  de  Aurora  A  presentaron  niveles  de  alanina 





La principal  función de  Tpx2  es  regular  la  localización  y  activación de  varias proteínas, 
Aurora A y Kif15 entre otras, mediante interacción directa con ellas (Eyers et al. 2003; Vanneste 
et al. 2011). Para entender  los mecanismos mediante  los  cuales Tpx2 es  capaz de  regular el 
metabolismo y  funcionalidad del hígado,  llevamos a cabo una búsqueda de nuevas proteínas 





MitoCheck  (http://www.mitocheck.org/).  Este  consorcio,  constituido  por  varios  grupos  de 








con el receptor de  insulina  (INSR; del  inglés  insulin receptor) y con  la nucleoproteína TPR  (del 
inglés, translocated promoter region). Además, Tpx2 podría interaccionar de forma directa con 













Figura 49: Predicción de  interacciones obtenida  a partir del  análisis de  los datos publicados por el 
Consorcio  Europeo  MitoCheck.  Tpx2  interacciona  directamente  con  la  quinasa  Aurora  A  y  con  la 







Dado  el  fenotipo  encontrado  en  ratones  adultos  Tpx2(∆/∆),  de  entre  los  cuatro 
candidatos  principales, MAD2,  TPR,  PI3K  e  INSR,  fue  éste  último  el  primero  que  quisimos 
analizar con más detalle en nuestro sistema. La principal función del receptor de la insulina es el 
metabolismo de la glucosa (Saltiel and Kahn, 2001) y debemos tener en cuenta que el hígado es 
uno  de  los  órganos  que  presenta  concentraciones  más  elevadas  de  receptor  de  insulina 
(Cheatham and Kahn, 1995).  Por ello, llevamos a cabo un análisis de la capacidad de captación 
de glucosa en nuestros MEFs Tpx2(∆/∆). Las células Tpx2(+/+) presentaron un perfil normal de 



















Captación de glucosa  Figura 50: Los fibroblastos Tpx2(∆/∆) presentan un déficit
severo en la captación de glucosa. El histograma refleja el
resultado de un análisis de captación de glucosa marcada
con tritio. El experimento se llevó a cabo en un cultivo de
células asincrónicas en las que previamente se había
eliminado la expresión de Tpx2. Como control negativo de la
captación utilizamos Citocalasaina B como inhibidor de los
transportadores de glucosa. Las células de genotipo salvaje
presentan un perfil de captación normal. Los niveles de









glucosa  óptima,  es  necesaria  la  activación  de  la  Proteína  quinasa  B  o  Akt  (PKB/AKT), 
responsable de  la  traslocación de  los  receptores de  glucosa GLUT1  y GLUT4  a  la membrana 
plasmática  (Ng et al. 2002). El análisis de esta  ruta en  los MEFs Tpx2(∆/∆) nos demostró una 
alteración  en  la  fosforilación  de  Akt  (Figura  51).  En  concreto,  la  estimulación  deTpx2(+/+)  y 
Tpx2(∆/∆) con suero fetal bovino al 20% tuvo como resultado la activación de la vía de Akt en 
los MEFs de genotipo salvaje, sin embargo, esta activación fue claramente deficiente en el caso 
de  las  células  Tpx2(∆/∆)  (Figura  51).  Nuestros  datos,  por  tanto,  parecían  indicar  que  Tpx2 
controla  la  ruta  de  captación  de  la  glucosa  a  través  de  la  regulación  de Akt.  Tpx2  presenta 
localización  nuclear  en  interfase  (Garrett  et  al.,  2002; Wittmann  et  al.,  2000)  (Figura  12), 
mientras que el receptor de insulina es una heteroproteína transmembrana. Por tanto, ¿cómo 
puede  Tpx2,  proteína  nuclear,  interaccionar  con  una  proteína  localizada  en  la  membrana 
plasmática? 




































anteriormente,  Tpx2  podría  interaccionar  con Mad2  y  Tpr,  ambas  proteínas  asociadas  a  los 
poros  nucleares  (Lee  et  al.  2008).  Este  hecho  nos  permite  establecer una  conexión  entre  el 
receptor de  insulina y Tpx2, ambos  localizados en el núcleo en determinados momentos del 
ciclo celular. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue analizar si Tpx2 pudiera estar implicado en 
la  internalización del receptor de  insulina en el núcleo, regulando así, entre otros,   su función 




células  deficientes  en  la  expresión  de  Tpx2.  En  primer  lugar,  analizamos  mediante 
inmunofluorescencia la localización del receptor de insulina en condiciones de bajo suero y tras 
la estimulación con FBS al 20%. En  las células Tpx2(+/+)la estimulación con  suero  tuvo como 
consecuencia  la  internalización  del  receptor.  Sin  embargo,  en  las  células  Tpx2(∆/∆)  el 
porcentaje de células en las que el receptor de insulina era nuclear fue el mismo en presencia y 







































moléculas  entre  el  citoplasma  y  el  núcleo.  (A)  Localización  del  receptor  de  insulina  y  la  forma 






























































Figura 54: Las células deficientes en
la expresión de Tpx2 presentan
alteraciones en el transporte de
moléculas entre el citoplasma y el
núcleo. (A) Localización del receptor
de insulina y la forma fosforilada de
Akt. Se muestra un histograma del
porcentaje de células con
localización citosólica o nuclear. (B)
Localización de una forma exógena
del receptor de estrógenos
fusionada a la proteína fluorescente










estimulación  con  4‐hidroxi‐tamoxifeno,  esta  proteína  de  fusión  RE‐GFP  pasaría  al  núcleo  a 
través  de  los  poros  nucleares  (Sebastian  et  al.,  2004).  Si  Tpx2  juega  un  papel  en  la 
internalización de moléculas del citoplasma al núcleo, este mecanismo se verá afectado tras la 
eliminación  del  gen.  Como  se  muestra  en  la  figura  54,  las  células  deficientes  para  Tpx2 
presentan un defecto claro en  la  internalización del  receptor de estrógenos. Estos  resultados 


































de  luciferasa  que  nos  permitieron  estudiar  la  transcripción  de  genes  relacionados  con  el 
metabolismo en células Tpx2(∆/∆). Los MEFs deficientes en  la expresión de Tpx2 presentaron 
una disminución significativa de los niveles de transcripción de genes regulados por factores de 
transcripción  relacionados  con  el metabolismo  (c‐fos,  c‐jun, AP‐1  y  Ser).  La  transcripción  de 














































La correcta segregación de  los cromosomas requiere  la coordinación de  la actividad de 




la  intervención de otras proteínas que  regulen su  función. Así,  son necesarias  las MAPs y  los 
motores moleculares (quinesinas) que influirán en la dinámica, organización e interacción de los 
microtúbulos con los cromosomas (revisado en Wittmann et al., 2001). La función biológica las 
quinesinas,  que  obtienen  la  energía  de  la  hidrólisis  del  ATP,  se  basan  en  las  capacidades 
motoras  que  poseen:  velocidad,  procesividad  y  direccionalidad.  Estos motores moleculares 
requieren estar sometidas a una regulación temporal y espacial muy precisa de su actividad y es 
en este proceso donde reside la importancia de las MAPs y, entre ellas, de Tpx2.   
El  trabajo  con  líneas  celulares  nos  permite  llegar  a  entender  los  mecanismos  que 







el desarrollo embrionario o para  la vida del adulto, si  llevaba a cabo  funciones más allá de  la 







diversos como son  la formación del huso mitótico,  la  inestabilidad cromosómica,  los procesos 
tumorales y  la  regulación metabólica de células y organismos. En  los  siguientes apartados  se 




En  este  trabajo  hemos  podido  demostrar  que  la  ausencia  de  Tpx2  causa  letalidad 
embrionaria  temprana  durante  el  desarrollo  preimplantacional  del  ratón.  Los  embriones 
deficientes en la expresión de Tpx2 son incapaces de progresar más allá de la etapa de mórula 
compactada. Esto se debe a un establecimiento aberrante del huso mitótico, que tiene como 
resultado  alteraciones  en  la  segregación  cromosómica.  En  la  mayoría  de  los  casos  no 









Eg‐5  alcanzan  la  fase  de  mórula  compactada  pero  no  pueden  progresar  más  allá  en  el 
desarrollo. Esto se   debe a  la acumulación de células paradas en prometafase, caracterizadas 
por  husos monopolares  que  colapsan  y  no  son  capaces  de  alcanzar  la  etapa  de  blastocisto 
(Chauvière et al 2008). De igual forma, los embriones deficientes en la quinasa Aurora A, una de 











regulación.  Si  revisamos  los modelos  de  ratones  knock‐outs  publicados  para  las  principales 
proteínas  reguladas  por  este  gradiente  como  son  HURP  o  NuMA,  entre  otros,  (Tabla  6) 



























































































distintas  fuentes:  centrosomas,  cromosomas  (Heald  et  al.,  1996; Maiato  et  al.,  2004)  y  los 
propios  microtúbulos  (Mahoney  et  al.,  2006;  Wittich  et  al.,  1980).  Así  mismo,  durante  el 
establecimiento  del  huso  se  pueden  diferenciar  dos  procesos:  la  polimerización  de  los 
microtúbulos y su organización en una estructura bipolar. Se han realizado numerosos estudios 
para comprender qué mecanismos se encuentran detrás del establecimiento del huso bipolar. 
El  primer modelo  propuesto,  de  “búsqueda  y  captura”,  atribuía  a  los  centrosomas  toda  la 
responsabilidad  de  la  polimerización.  En  este  caso,  los  microtúbulos  procedentes  del 
centrosoma sufren ciclos de catástrofe y  rescate y de manera estocástica establecen uniones 
con  los  cinetocoros  de  los  cromosomas.  En  este modelo,  los  cinetocoros  jugaban  un  papel 
pasivo, esperando a ser capturados por los microtúbulos (Gadde and Heald, 2004). Un modelo 
matemático  publicado  en  2005  por  Wollman,  fue  el  primer  indicio  contra  la  hipótesis  de 
“búsqueda y captura”. Según este modelo matemático, si la captura de los cromosomas era un 
proceso azaroso y únicamente dependiente de  la polimerización desde centrosomas, pasarían 
horas  hasta  que  cada  uno  de  los  92  cinetocoros  humanos  estableciera  contacto  con  los 
microtúbulos. Sin embargo el tiempo medio de duración de la prometafase es de 15‐30 minutos 
(Gotto and Wittels, 1980). Más importante aún, este modelo no explicaba cómo se formaba el 
huso  mitótico  bipolar  en  plantas  superiores  u  oocitos  que  carecen  de  centrosomas.  Más 
adelante  se  demostró,  utilizando  extractos  de  X.  laevis,  que  la  cromatina  era  una  fuente 




añade a extractos de X.  laevis  (Gruss et al. 2001). Además,  la eliminación de Tpx2 en células 












Las  aberraciones  más  frecuentes  que  hemos  encontrado  en  las  células  Tpx2(∆/∆)  se 
corresponden    con  husos  colapsados  y multipolares.  Estos  polos  adicionales  no  se  deben  a 
alteraciones  en  el  ciclo  de  los  centrosomas,  sino  que  se  deben  a  la  rotura  del  material 
pericentriolar. Por ello, según nuestra hipótesis, el déficit en la polimerización de microtúbulos 
en  células  Tpx2(∆/∆)  provoca  un  desequilibrio  en  las  fuerzas  de  tiro  y  empuje  de  los 
microtúbulos  sobre  los  cromosomas.  Los  polos  llegan  a  separarse  pero  el  huso  no  es  lo 
suficientemente robusto y el desequilibrio de fuerzas provoca la rotura de los polos (Figura 57). 
En  la mayoría de  los  casos,  las  células  son  capaces de  salir de mitosis pero  como una única 
célula poliploide. No hemos podido dilucidar cuál es el mecanismo molecular básico mediante 
el cual Tpx2 regula la formación de un huso bipolar funcional. Las funciones más estudadas de 
Tpx2  son  la  activación  y  localización  de  Aurora  A  y  la  quinesina  Kif15  (Kuffer  et  al.,  2002; 
Wittman et al., 2000; Wittenburg, 1980; Tanembaum et al., 2009). En células deficientes en la 
expresión de Tpx2,  la polimerización desde  los centrosomas parece normal,  sin embargo  son 
evidentes  los defectos en  la polimerización dependiente de  la cromatina. Esto puede resultar 
en  la  falta  de  formación  de  fibras  antiparalelas,  dando  lugar  a  un  huso  débil  en  el  que  las 
fuerzas  de  tiro  y  empuje  que  los  microtúbulos  ejercen  sobre  los  cromosomas  no  están 
equilibradas. La falta de  localización de Kif15 sería, probablemente,  la causa de  los problemas 
estructurales que presentan los husos deficientes en Tpx2 (Figura 57). Tpx2 es el encargado de 
localizar  Kif15  en  los  microtúbulos,  más  concretamente  en  la  zona  próxima  a  la  región 









Kif15  podría  separar  los  polos  mediante  el  avance  en  dirección  al  extremo  “+”  mientras 
permanecería anclado al microtúbulo antiparalelo a través de Tpx2 (Figura 58) (Vanneste et al., 
2009).  Coincidiendo  con  los  resultados mostrados  por  el  grupo  de  Patricia Wadsworth  en 
células humanas, hemos demostrado que la eliminación genética de Tpx2 en MEFs no impide la 
localización  de  Eg‐5  en  los  centrosomas  y  en  los microtúbulos  del  áster.  Este  resultado,  así 
como  la presencia de Aurora A en  los centrosomas, explica que estas células sean capaces de 
duplicar los centrosomas y dar lugar a un huso bipolar (aunque colapsado), sin embargo, la falta 




experimentos  de  rescate  mediante  la  expresión  endógena  de  diferentes  mutantes.  Sin 
embargo, estos ensayos presentan la dificultad de que la pérdida de Tpx2 provoca alteraciones 
en la localización de estas proteínas. Sería necesario desarrollar un sistema que nos permitiera 




















Figura  57:  Progresión  de  mitosis  en  células  Tpx2(∆/∆).  En  los  paneles  superiores  mostramos  la 
progresión  normal  de  mitosis  en  una  célula  salvaje  para  Tpx2.  Los  paneles  inferiores  muestran  la 
progresión en una célula Tpx2(∆/∆). Nuestra hipótesis propone que las alteraciones en la polimerización 





Figura  58:    Regulación  de  Kif15  por  Tpx2.    El 
homodímero de Kif15 interaccionaría con uno de los 
microtúbulos  a  través  de  sus  dominios  motores  y 
entraría en contacto con el microtúbulo antiparalelo 





3. Tpx2, no sólo un regulador de Aurora A.   
Una  de  las  funciones  más  estudiadas  de  Tpx2  es  la  regulación  de  la  actividad  y 
localización  de  la  quinasa Aurora A.  Cuando  Tpx2  interacciona  con Aurora A  se  produce  un 
cambio de conformación en la quinasa que hace que su residuo Thr288 quede  inaccesible a la 
desfosforilación por PP1 (Bayliss et al., 2003; Eyers et al., 2003). También se ha demostrado, en 
células  humanas,  que  Tpx2  puede  proteger  a  la  quinasa  Aurora  A  de  la  degradación 
dependiente del complejo APC/C‐Cdh1 (Guibettini et al., 2010). De esta forma, Tpx2 permite la 
estabilización de  la  actividad quinasa Aurora A.  La  función principal del  complejo que  forma 
Aurora A y Tpx2 es la elongación del huso mitótico (Bird and Hyman, 2008). Así pues, las células 
deficientes en  la  formación de este complejo,  si bien  forman husos bipolares, éstos  son más 
cortos y tienen una incidencia elevada de fallo en la mitosis.  











elongación  del  huso,  polimerización  de microtúbulos  dependiente  de  cromatina  así  como  el 
estabilización de las fibras (Bird and Hyman, 2008). También es cierto que existen diferencias en 
los fenotipos producidos por la eliminación genética de Aurora A cuando los comparamos con 




las alteraciones más  frecuentes en el caso de  la eliminación de Aurora A,  indicando que esta 
quinasa  juega  un  papel  crucial  en  la  maduración  y  separación  de  los  centrosomas 
independientemente de su interacción con Tpx2. 
Nuestros ensayos  in vivo, añaden argumentos que apoyan  la existencia de  funciones de 
Tpx2 que son independientes de la regulación de la quinasa Aurora A. La eliminación de Tpx2 en 
ratones  adultos  provoca  un  fallo  hepático  agudo  que  resulta  en  la muerte  del  animal.  Sin 
embargo,  el  mismo  procedimiento  en  ratones  condicionales  para  la  quinasa  Aurora  A  no 
provoca alteraciones en el hígado. En este caso,  la eliminación genética de Aurora A provoca 
inhibición  de  proliferación  celular,  aneuploidías  y  senescencia    (Pérez  de  Castro  et  al.; 
manuscrito en preparación).  
La muerte de los animales tras la eliminación de Tpx2 es tan rápida que no debería estar 
asociada  a  fallos  en  la  regulación  del  ciclo  celular  por  parte  de  Tpx2.  Además,  no  se  han 
detectado defectos en  tejidos proliferativos  como  son el  intestino o  la piel. Estos  resultados 
resaltan el hecho de que, mientras  la formación del complejo Aurora A/Tpx2 ejerce funciones 







no  funciones  dependientes  de  la  quinasa  Aurora  A.  La  prueba  definitiva  vendrá  de 
experimentos de rescate realizados con Tpx2 salvaje y con el mutante incapaz de interaccionar 





La  eliminación  de  Tpx2  en  ratones  adultos  provoca  un  daño  severo  en  el  hígado  que 
resulta en  la muerte temprana de los animales. Al encontrarnos con este fenotipo surgen tres 
preguntas casi de inmediato: ¿Es el papel de Tpx2 en mitosis la raíz del problema hepático? ¿Se 






regulación de  la mitosis.  La  eliminación  genética  de Aurora A  no  provoca  alteraciones  en  la 
histología del hígado  y no  altera  los niveles normales de enzimas hepáticas  como  la  alanina 
aminotransferasa  o  la  fosfatasa  alcalina.  Esto  nos  indica  que  Tpx2  lleva  a  cabo  una  función 
durante  interfase que es  independiente de  su papel como  regulador de  la quinasa Aurora A. 



















posibles  y  encontrar  aquello  en  los  que  la  pérdida  de  expresión  sea más  aguda. Del mismo 
modo, tenemos planeado analizar por resonancia magnética nuclear los niveles de aminoácidos 
y otros metabolitos en el suero de dos cohortes de  ratones Tpx2(+/+) y Tpx2(∆/∆). Así como 
analizar  los  niveles  de  varias  hormonas  en  sangre  (insulina,  leptina,  hormonas  tiroideas  y 
adiponectina) que nos permitan encontrar la raíz del fenotipo de los animales Tpx2(∆/∆). 






4.1 Tpx2,  ¿nuevo  regulador  del  trasporte  de moléculas  del  citoplasma  al 
núcleo? 
Hemos podido demostrar que  la  falta de expresión de Tpx2  resulta en un déficit de  la 













SH2,  como  por  ejemplo  la  fosfatidil  inositol  3  quinasa.  Finalmente,  la  activación  de  Akt 
promueve  la  translocación  de  los  transportadores  de  glucosa  a  la membrana  plasmática  y 
permite un aumento de  la  captación de  glucosa  (Ng et  al. 2002);  (ii) el  segundo mecanismo 
conlleva la internalización al núcleo del receptor de insulina y de otros miembros de la ruta de 
tal forma que tiene lugar una activación directa de la transcripción (Podlecki et al., 1987; Smith 
and  Jarett,  1987).  Esta  internalización  se  ha  podido  visualizar  in  vivo  en  hepatocitos  tras  la 
estimulación  con  insulina  (Gletsu  et  al.,  1999).  La  translocación  del  receptor  provoca  la 
fosforilación de tirosinas de varias proteínas nucleares (Kim and Kahn, 1993). Del mismo modo, 
varios estudios han demostrado que IRS1 también cumple una función en el núcleo de células 
de  rata  (Boylan and Gruppuso, 2002). La  insulina provoca  también  la  internalización de otros 
miembros de esta vía como son la PI3K, que en el interior del núcleo es capaz de interaccionar 
con  IRS‐1 nuclear  (Kim et al. 1998); el  IRS‐1 y  la  forma  fosforilada de Akt o ERK que pueden 
activar,  así, de  forma directa  la  transcripción  (Nguyen  and D´Haeseleer, 2006;  Furuno et  al., 
2001;  Kabuta  et  al.,  2002).  Si  bien  en  los  últimos  años  se  han  hecho muchos  avances  en  el 
entendimiento  de  los mecanismos  reguladores  de  estas  rutas  de  transducción  de  señales, 
existen  todavía muchas  cuestiones  sin  resolver  a  cerca  de  la  función  que  estos  reguladores 
llevan a cabo en el interior del núcleo.  
Tpx2  localiza  en  el  núcleo  durante  interfase  y,  como  ya  hemos  mencionado 





con MAD1 y MAD2 en  los poros nucleares de células humanas, de hecho,  la  interferencia de 
TPR  por  RNAi  previene  la  localización  de  ambas  proteínas  en  los  poros  nucleares  durante 
interfase  e  impide  la  transición  de metafase  a  anafase  (Lee  et  al.,  2008).    Contamos  con 
resultados  preliminares,  obtenidos  a  partir  de  co‐inmunoprecipitaciones,  que  confirman  la 

































Figura  59:  Asociación  de  Tpx2  con  los  poros  nucleares.  (A)  Ensayo  de  inmunoprecipitación  en 











Todavía  no  conocemos  el  mecanismo  mediante  el  cual  Tpx2  podría  regular  la 
internalización de moléculas. En primer  lugar, debemos confirmar su  localización en  los poros 
nucleares mediante microscopía electrónica. Es necesario también dilucidar si Tpr, Mad2 y Tpx2 
forman  un  complejo  en  estas  estructuras  de  la  envoltura  nuclear; mediante  eliminaciones 
seriadas de cada uno de las tres proteínas podremos entender qué relación mantienen éstas en 




Tpx2  juega  un  papel  clave  en  la  transcripción  de  genes  claves  en  la  integración  de  señales 


















































Figura 60: Ruta de  señalización activada por  la unión de  la  insulina a  su  receptor. En  las  células de 
mamíferos,  la  unión  de  la  insulina  al  IR  desencadena  un  abanico  complejo  de  efectos  biológicos.  La 




del metabolismo celular mediante  la activación de  las diferentes  rutas en el citoplasma, varios de  los 
efectores  se  internalizan  en  el  núcleo  para  actuar  de  forma  directa  sobre  la  transcripción  de  genes 
reguladores de  la proliferación, muerte  celular y metabolismo. Nuestra hipótesis  sitúa Tpx2  como un 










et  al.  2009;  Li  et  al.  2009).  Además,  es  el  gen  cuya  sobreexpresión  presenta  una  mayor 
correlación con  la presencia de  inestabilidad cromosómica en tumores humanos (Carter et al., 
2006).  El  trabajo  con modelos  animales  haploinsuficientes  para  otros  reguladores mitóticos 









En  este  trabajo  hemos  demostrado  que  los  ratones  haploinsuficientes  para  Tpx2 
acumulan  aneuploidías  con  la  edad  y  que  sus  tejidos  son  genéticamente  inestables.  Esta 
característica tiene correlación con un aumento en la susceptibilidad del desarrollo de tumores, 
apoyando  la  idea  de  que  la  pérdida  de  regulación  de  Tpx2  puede,  finalmente,  actuar  como 
motor tumoral mediante  la  inducción de aneuploidías. Hemos demostrado que  la eliminación 
genética  de  Tpx2  resulta  en  alteraciones  en  la  segregación  de  cromosomas,  dando  lugar  a 








tumores más  comunes  fueron  linfomas  y  adenocarcinomas  de  pulmón.  El  hecho  de  que  se 
desarrollen el mismo tipo de tumores, hace pensar que los tumores encontrados en los ratones 
Tpx2(+/‐)  sean  consecuencia de  su papel  como  regulador de  la quinasa Aurora A. Tpx2 es el 
encargado de mantener  la actividad quinasa de Aurora A, por  tanto, una disminución en  los 
niveles de  la primera tendría como resultado  la disminución en  la actividad de  la quinasa. No 
obstante, no podemos descartar  la posibilidad de que el  fenotipo maligno  inducido por Tpx2 
sea independiente de Aurora‐A y que las características comunes que hemos encontrado sean 
consecuencia  de  una  susceptibilidad  similar  del  pulmón  y  sistema  hematopoyético  a  la 
tumorogénesis asociada a inestabilidad cromosómica.  
Por  otro  lado,  el  hecho  de  que  la  incidencia  de  tumores  en  ratones  sea  doble  en  los 
ratones  Tpx2(+/‐)  que  en  los  AurKA(+/‐)  nos  puede  estar  indicando  que  las  funciones 
metabólicas  que  Tpx2  parece  realizar  independientemente  de  la  quinasa  podrían  ser  las 
responsables  de  ese  aumento  en  el  porcentaje  de  tumores.  Cabe  destacar  también  que, 
mientras  Tpx2  es  el  primero  en  la  lista  de  genes  cuya  sobreexpresión  se  ha  asociado  a  la 
presencia de CIN y el pronóstico grave de tumores, Aurora A ocupa el puesto 67 (Carter et al., 
2006).  Este  hecho  apoya,  de  nuevo,  la  hipótesis  de  que  Tpx2  lleva  a  cabo  funciones 
independientes de la regulación de Aurora A y que las alteraciones en estas funciones agravan 
las consecuencias que las alteraciones de la quinasa tendrían per se.  




aumento en  la actividad y estabilidad de Aurora A, mimetizando  la  situación descrita para  la 
sobreexpresión  de  la  quinasa.  Es  importante  destacar  que  para  varios  tipos  de  tumores 
humanos existe una correlación entre la sobreexpresión de Aurora A y Tpx2. Este es el caso del 






de  los  papeles  atribuidos  a  Aurora  A  en  la  transformación  celular  y  tumorogénesis  podrían 
tener su origen el activación oncogénica del complejo (Asteriti et al., 2010).  
Estos  resultados  que  mostramos  en  relación  a  los  efectos  de  la  sobreexpresión  y  la 




5.1. La  Inestabilidad  cromosómica  como motor  del  desarrollo  tumoral  en 
ratones Tpx2(+/‐) 
En  1914,  Theodor Boveri  postuló  que  las  anomalías  en  la  segregación  de  cromosomas 
podían promover el desarrollo de tumores. El papel causal de las alteraciones estructurales en 
los  cromosomas  y  el  desarrollo  de  tumores  mediante  la  activación  de  oncogenes  o  la 






tienen  una  asociación  causal  directa  con  la  transformación maligna  de  las  células  (Pei  and 





Fang et al., 2006; Hein et al., 2006). En  tercer  lugar, gran  cantidad de datos procedentes de 








sobreexpresan  HRasV12  provoca  una  acumulación  de  inestabilidad  cromosómica  que  no 
aparece en  las células que únicamente sobre‐expresan el oncogén. Por otro  lado,  los  ratones 
heterocigóticos para Tpx2 presentan aneuploidías en el bazo que  se agravan con el paso del 
tiempo y que, finalmente, se asocian al desarrollo de tumores. 











serina/treonina  PKB/Akt  juega  un  papel  crucial  en  la  captación  de  glucosa  por  parte  de  las 
células.  Una  vez  fosforilada  como  resultado  de  la  activación  de  la  ruta  de  la  insulina,  Akt 
promueve  la  translocación  de  los  transportadores  de  glucosa  GLUT  1  y  GLUT4  desde  los 
compartimentos  vesiculares  intracelulares,  a  la  membrana  plasmática,  activando  así  la 
captación de glucosa  (Saltiel and Kahn, 2001; Bae et al., 2003; Ng et al. 2002). Hemos podido 
observar, además, que  la pérdida de expresión de Tpx2  impide  la activación  total de Akt  tras 
estimulación con suero.  
Akt está  implicado en muchos procesos  celulares  a  través de  la  activación de distintos 




enfermedades  cardiovasculares y neurológicas  (Figura 61)  (revisado en Hers et al., 2011). En 










Figura  61:  Funciones  de  Akt.  Se 
muestran las funciones de 10 de los 
sustratos de Akt. La fosforilación por 
Akt  activará  (flechas)  o  inhibirá 
(flechas bloqueadas)  la actividad de 
sus  sustratos.  Esta  regulación  da 
lugar a  la activación de los procesos 
biológicos  que  se  muestran  en  el 





Teniendo  en  cuenta  estas  premisas,  podemos  plantear  una  hipótesis  en  la  que  la  CIN 
encontrada en tumores que sobre‐expresan Tpx2, podría tener su origen, no sólo en el papel de 
esta proteína en  la  regulación del  ciclo,  si no en  las alteraciones en  la  ruta metabólica de  la 


















Hemos  visto que  Tpx2  juega un papel  en  la  activaicón de Akt  tras  la  estimulación  con 
suero.  AKT  necesita  estar  fosforilada  para mantener  su  localización  nuclear  (Nguyen  et  al., 
2006)  y  podemos  plantear  dos  mecanismos  mediante  los  cuales  Tpx2  podría  regular  la 
activación  de Akt.  Teniendo  en  cuenta  la  localización  nuclear  de  Tpx2  y  las  predicciones  de 










al  igual  que  sucede  con    la  sobreexpresión  de  Tpx2,  induce  inestabilidad  cromosómica  en 
células  (Michel et  al., 2004)  y en  ratones  (Sotillo et  al., 2007).  Se ha demostrado que no es 
necesaria  la sobreexpresión de Mad2 de  forma continuada para mantener el crecimiento del 
tumor  (Sotillo et  al., 2007). Es decir,  la  inestabilidad  genómica producida por Mad2  actuaría 
como motor del desarrollo del  tumor y a medida que el  tumor se desarrolla,  las alteraciones 
cromosómicas que provoca se harían independientes del mantenimiento de su expresión. Este 
hecho es consistente con  la consideración  teórica que sugiere que una vez  la célula adquiere 
CIN, mantiene una frecuencia de pérdida de cromosomas que maximizará la pérdida de genes 
supresores de tumores y favorecerá la expansión de clones transformados (Komarova, 2004).  
Para  dilucidar  hasta  qué  punto  la  inestabilidad  cromosómica  o  las  alteraciones  en  el 
metabolismo  son  el motor  de  los  tumores  resultantes  de  la  sobreexpresión  de  Tpx2,  sería 












determinados  genes  pueden  provocar  la  pérdida  de  la  regulación  de  la  mitosis  e  inducir 
inestabilidad  genómica.  Éste  es  el  caso  de  Tpx2,  en  el que  tanto  la  sobreexpresión  como  la 





que  comprometen  la  viabilidad  de  las  células.  Aquellos  focos  que  todavía  se  forman  en 
presencia de ambos genes  corresponderían  con aquellos que  sobreexpresan niveles de Tpx2 
tolerables para la célula.  
Esto demostraría la susceptibilidad de las células a una sobreexpresión excesiva de Tpx2. 
El  trabajo  con  los  ratones  heterocigóticos  nos  ha  demostrado  que  la  reducción  del  50% 
(aproximadamente)  de  los  niveles  de  Tpx2,  si  bien  provoca  inestabilidad  en  los  tejidos  y  da 






























Este proyecto de  tesis  comenzó  con una pregunta biológica básica  ¿qué papel  cumple 
Tpx2 en  la progresión del ciclo celular? El  trabajo con el modelo condicional de Tpx2 nos ha 
permitido  profundizar  en  el  entendimiento  de  esta  función.  Nos  ha  permitido,  también, 
encontrar  una  función  inesperada de  esta  proteína  hasta  ahora  implicada  únicamente  en  la 
regulación de la mitosis: Tpx2 cumple una función en la integración de señales extracelulares y 




abren nuevas posibilidades:  ¿qué papel  cumple  Tpx2  en el  transporte de moléculas hacia  el 
núcleo?  ¿Cuál  es  la  aportación  de  esta  función  al  desarrollo  tumoral  inducido  por  la 
sobreexpresión de Tpx2? ¿Cuántas de estas nuevas funciones son dependientes de Aurora A? 
¿Cuál es el mecanismo por el cual se produce un daño hepático severo en animales deficientes 



































mecanismo  es  la  vía  de  la  PI3K/AKT.  Alteraciones  en  la  regulación  de  esta  ruta  pueden  dar  lugar  a 










1. Tpx2  es  un  gen  esencial  en  el  desarrollo  embrionario  de  mamíferos.  La  pérdida  de 
























activación  de  la  ruta  de  la  PI3K  y  tiene  como  consecuencia  final  una  disminución  de  la 
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